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INLEIDING EN DOELSTELLING 
Ongeveer 20 jaar geleden slaagden De Duve en medewerkers er in uit het 
homogenaat van een rattelevcr partikels te isoleren waarvan de sedimentatie-
karakteristieken nagenoeg overeen kwamen met die van de mitochondrien, 
maar die naar enzymsamenstelling duidelijk daarvan verschilden Deze oor-
spronkelijk als "light mitochondria ' bestempelde celorganellen bleken bij-
zonder rijk te zijn aan hydrolyserende enzymen, die een optimale werkzaam-
heid bezitten bij lage pH Daarom werden deze partikels al spoedig aangeduid 
als lysosomen 
In 1956 slaagde Novikoff er m ook m situ de lysosomen te identificeren als 
een van de mitochondrien te onderscheiden groep van partikels met een sterk 
wisselende interne structuur 
Aanvankelijk werden de lysosomen gezien als celorganellen met als be-
langrijke functie de autolyse van de cel Spoedig werd duidelijk dat de 
enzymen van de lysosomen, indien ZIJ vrij zouden komen in het cytoplasma, 
levensgevaarlijk zijn voor de cel Vandaar wel de aanduiding "suicide bags" 
Anderzijds werden al spoedig aanwijzingen gevonden dat deze organellen 
een rol zouden kunnen spelen bij de intracellulaire vertering van opgenomen 
materiaal Sindsdien hebben talrijke onderzoekingen duidelijk gemaakt dat 
lysosomen beschouwd moeten worden als deel uitmakend van het "vacuolaire 
apparaat", dat als een intracellulair digestief systeem functioneert 
Lysosomen zijn betrokken bij de afbraak van stoffen van zowel endogene 
(autofagie) als exogene (heterofagie) oorsprong BIJ het proces dat leidt tot 
vertering van exogeen materiaal speelt de wijze van opnemen van het 
materiaal in fagosomen en de wijze waarop deze fagosomen overgaan in 
enzym-bevattende vertermgsvacuolen (secundaire lysosomen) een belangrijke 
rol Gebleken is dat verschillende stoffen - met name macromoleculen - op-
genomen worden in blaasjes door afsnoermg uit de membraan Verschillende 
vormen van dit opnameproces, waarvan veelal werd aangenomen dat ZIJ van 
elkaar te onderscheiden waren, zijn beschreven onder de namen fagocytose, 
pmocytose, micropmocytose, atherocytose etc 
Het pmocytose proces is uitgebreid onderzocht bij amoeben Daarbij is ge-
bleken dat pmocytose kan worden opgeroepen door zeer verschillende stoffen 
zoals metaalionen en macromoleculen Voorts bleek dat ook de concentratie 
van het materiaal m het extracellulaire milieu m sterke mate van invloed was op 
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de pinocytotische activiteit (Chapman-Andresen, 1958, Schumaker, 1958) 
Latere onderzoekingen van Maeir (1961), Strauss (1962) en Cohn (1965) toon­
den aan dat hogere organismen eveneens eiwitten door pmocytose kunnen 
opnemen Weinig is m dit geval echter bekend omtrent de quantitatieve aspec­
ten van de eiwitopname en de relatie tussen aard van het eiwit en de pino­
cytotische activiteit In 1963 stelde De Duve voor, alle processen gekenmerkt 
door adsorptie van stoffen aan de membraan, gevolgd door de vorming van 
insluipingen van de membraan en daarna de vorming van intracytoplasmatische 
vacuolen (fagosomen) samen te vatten onder de term endocytose De Duve 
heeft in 1966 de processen, welke optreden bij de overgang van endocytotische 
vacuolen m structuren rijk aan hydrolyserende enzymen (secundaire lysoso-
men), in een schema samengebracht (fig 1) 
PRE-LYSOSOMES ' LYSOSOMES ι POST-LYSOSOMES 
1 
Figuur 1 Schematische weergave van de verschillende componenten van het vacuolaire 
apparaat (naar De Duve en Wattiaux, 1966) Zure hydrolasen zijn aangeduid met kruisjes 
Exogene stoffen worden door endocytotische invagmatie van de celmembraan 
opgenomen in fagosomen Deze fagosomen versmelten met primaire lysoso-
men, waarin alleen zure hydrolasen voorkomen Het versmeltingsproduct van 
beide noemt men secundaire lysosomen In de secundaire lysosomen vindt 
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voor zover mogeli jk de vertering van het opgenomen materiaal plaats De 
digestieve vacuolen gaan vervolgens over m ζ g "residual bodies", die naast 
zure hydrolasen resten van onverteerd materiaal kunnen bevatten 
Soms kunnen primaire lysosomen versmelten met ζ g autofage vacuolen 
Deze autofage vacuolen ontstaan doordat gedeelten van het cytoplasma binnen 
een membraan gesegregeerd worden van de rest van de cel Cellulaire auto-
fagie zou optreden na subletale beschadiging van celstructuren maar even­
eens bij normale "turnover" van celbestanddelen 
Het in bovenstaand schema voorgestelde verloop van de intracellulaire digestie 
is vooral gebaseerd op electronenmicroscopische studies met behulp van 
"tracer" moleculen als ferritme, haemoglobme en peroxidase, of op de resul­
taten van autoradiografische experimenten Niettemin zijn nog vele vragen be­
treffende details van het vertermgsproces onbeantwoord Ondanks uitgebreide 
onderzoekingen is nog weinig zekerheid verkregen over de wijze waarop bijv 
primaire lysosomen en autofage vacuolen worden gevormd Evenmin hebben 
WIJ veel informatie betreffende de mate waarin verschil lende macromoleculen 
door lysosomale enzymen in verschil lende cellen verteerd kunnen worden en 
omtrent het lot dat de verteringsproducten ondergaan Op dit moment is men 
met name ook onzeker omtrent het antwoord op de vraag, of stoffen in het 
extracellulaire milieu de cel kunnen induceren tot de vorming van lysosomen 
met specifieke hydrolytische enzymen, dan wel of stoffen van zeer verschillen­
de aard aanleiding geven tot een vorming van lysosomen met onspecifieke 
samenstelling 
Het in dit proefschrift beschreven onderzoek betreft een onderdeel van deze 
problematiek nl de qualitatieve en quantitatieve aspecten van de opname van 
heterologe en homologe serumeiwitten door m vitro gekweekte kippehart-
fibroblasten 
De gekweekte cellen blijken onder invloed van hoge percentages serum in het 
medium karakteristieke granula te vormen (Weissenfels, 1962) Daarbij bleek 
dat heteroloog serum in sterkere mate de vorming van deze granula oproept 
dan homoloog serum Om die reden lijken zij uitermate geschikt voor een on­
derzoek naar de relatie tussen de aard en/of de concentratie van het serum m 
het medium en de opname-capaciteit van de cel Voorts werd in dit onderzoek 
getracht na te gaan wanneer en hoe de granula in de loop van hun ontwik­
keling lysosomale karakteristieken krijgen en in hoeverre het ER en/of het 
Golgi systeem betrokken zijn bij de vorming en overdracht van enzymen naar 
fagosomen 
Indeling 
In hoofdstuk 2 wordt een beschrijving gegeven van de gebruikte materialen en 
methoden voor zover ZIJ van algemene betekenis zijn De meer specifieke 
methoden zijn beschreven m de desbetreffende hoofdstukken (autoradio-
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grafische methoden in hoofdstuk 7, histochemische en biochemische methoden 
m hoofdstuk 8) 
In hoofdstuk 3 wordt een gedetailleerde beschrijving gegeven van de licht-
microscopische en electronenmicroscopische structuur van kippehartfibro-
blasten na 48 uur kweek m medium met 20% kalfsserum 
In hoofdstuk 4 wordt een beschrijving gegeven van de morfologie van cellen 
in de loop van 4 dagen kweek in medium met 20% kalfsserum Op grond van 
de bevindingen zal een hypothese opgesteld worden omtrent het ontstaan en 
de ontwikkeling van cytosomen 
In hoofdstuk 5 wordt de geldigheid van bovengenoemde hypothese getoetst 
door met behulp van "tracer" stoffen als ferritme en Thorotrast na te gaan hoe 
cytosomen gevormd worden 
In hoofdstuk 6 wordt een beschrijving gegeven van de morfologie van kippe-
hartfibroblasten na kweek m een medium met kippeserum Daarbij staat de 
vraag centraal welke invloed de aard van het serum heeft op de morfologie 
van de cel en met name op de vorming van cytosomen 
In hoofdstuk 7 zijn de resultaten weergegeven van een autoradiografisch 
onderzoek naar de invloed van de aard en het percentage serum op de op-
name-capaciteit en in relatie daarmee de vorming van cytosomen. Tevens is 
nagegaan welke invloed Thorotrast heeft op de opname-capaciteit van de cel 
mede in verband met de verschillen in morfologie, welke tussen cellen gegroeid 
m medium met 20% kalfsserum met respectievelijk zonder Thorotrast werden 
waargenomen 
In hoofdstuk 8 worden de resultaten weergegeven van het onderzoek naar de 
aard van de cytosomen waarbij de vraag centraal staat wanneer in hun ont-
wikkeling en op welke wijze cytosomen lysosomale eigenschappen krijgen 
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HOOFDSTUK 2 
MATERIAAL EN METHODEN 
2-1 CELKWEEK 
Voor het kweken van de cellen werd gebruik gemaakt van de ζ g dekglas-
methode Hierbij wordt een stukje kippehart op glas geplaatst en vervolgens 
in een kweekmedium gebracht Deze methode biedt het voordeel dat de uit­
groeiende cellen ook bij sterke vergroting met het l ichtmicroscoop kunnen 
worden bestudeerd Bovendien kunnen de cellen, daar ZIJ direct op het glas 
groeien, gemakkeli jk voor biochemisch onderzoek worden geïsoleerd 
De dekglaasjes werden met bichromaat-zwavelzuur ontvet, gespoeld met 
leidingwater en aqua dest en vervolgens in een petrischaal gebracht De petn-
schaal met de daarin geplaatste dekglaasjes werd gedurende 1 uur bij 180° С 
in een droogstoof gesteril iseerd Voor het kweken van kippehartfibroblasten 
werden hartjes van 11 а 12 dagen oude kippeembryonen (ras witte leghorn) 
gebruikt BIJ deze leeftijd van het embryonale hart bleek de meeste kans op 
uitgroei van fibroblasten te bestaan Deze ervaring is in overeenstemming met 
die van Olivo (1929) 
De hartjes werden onder steriele condities vrij geprepareerd en m een 
Panneth-Compton (PC)-oplossing gebracht (Rerabeck en Rerabeck 1960) en 
vervolgens in stukjes ter grootte van 1 mm·* verdeeld Nadat de aldus verkregen 
stukjes hart met PC-oplossing waren gespoeld ter verwijdering van bloed­
cellen, werden 2 of meer stukjes hart op de dekglaasjes geplaatst In de 
petrischaal werd vervolgens zoveel medium gebracht dat de glaasjes bedekt 
waren met een laag medium van ± 2 mm Speciaal voor biochemisch onder­
zoek werden meerdere stukjes hart (explantaten) per glaasje aangebracht 
2-2 KWEEKMEDIUM 
BIJ de samenstelling van het kweekmedium werd uitgegaan van het syn­
thetische voedmgsmedium T C M 199 volgens Morgan, Morton en Parker 
(1960) met phenolrood als indicator Hieraan werd toegevoegd een extract van 
kippeembryonen tot 3 % (v/v), natriumbicarbonaat pH 7,8 tot 0,04% (w/v), 
100 E penicill ine en 50 цд streptomycine per 30 ml kweekmedium In af­
hankelijkheid van de proefopzet werd dan nog hetzij kippeserum hetzij kalfs-
serum tot maximaal 4 0 % (v/v) toegevoegd 
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Voor het verkri jgen van het extract van kippeembryonen werden 8 dagen oude 
kippeembryonen vrij geprepareerd en m een petnschaal gebracht, waarna de 
ogen, extremiteiten en ingewanden werden verwi jderd (Rerabeck en Rerabeck, 
1960) Na spoeling met een PC-oplossing ter verwijdering van de bloedcellen 
werden de embryonen m een injectiespuit (zonder naald) van 10 ml gebracht 
en uitgeperst in een flesje dat 1 ml PC-oplossing per embryo bevatte Het 
mengsel werd gedurende 2 dagen in de ijskast bij 4° С geplaatst Daarna werd 
de inhoud van het flesje bij 2500 rpm (1000 g) gedurende 15 minuten gecen­
trifugeerd De supernatant werd voor gebruik met PC-oplossing verdund 
Om na te gaan in hoeverre de m dit onderzoek gebruikte sera belangrijke 
variaties in eiwitgehalte vertonen, zijn in de loop van het onderzoek een aantal 
malen monsters van zowel kippeserum als kalfsserum met behulp van papier-
electroforese op hun samenstelling onderzocht Daarbij bleek dat de verschil­
lende kippesera m electroforetisch gedrag geen verschil len vertoonden Het­
zelfde gold voor de verschillende kalfssera Onderling vertoonden beide sera 
echter duidelijke verschil len in samenstelling Daar bij kalveren met toename 
van de leeftijd een sterke toename van gammaglobulmen optreedt, werd het 
serum gewonnen van kalveren van nagenoeg dezelfde leeftijd 
Tabel 1 











































In verband met het onderzoek naar een mogelijke endocytotische activiteit van 
kippehartfibroblasten was het noodzakelijk de cellen gedurende langere t i jd te 
observeren Doorstroomkamers, geconstrueerd naar het door Ploem (1967) 
beschreven model (fig 2), bleken voor dit doel zeer geschikt Verder wer­
den ZIJ gebruikt bij experimenten ter bepaling van goede fixatiecondities met 
name voor ultrastructureel onderzoek, voor het verrichten van cytologische en 
cytochemische kleuringen en voor het vervolgen van vitale kleuringen De 
kamers bestaan uit 3 onderdelen (fig 2), (a) een perspex houder, waarin 
een doorvoer voor water van 37° С aanwezig is In deze houder is een ronde 
opening aanwezig waarin (b) een teflon ring past (dikte 1 of 2 mm) In deze 
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ring zijn een tweetal boringen (diameter 0,5 mm) aanwezig. De ring wordt 
In de opening van de houder geklemd met behulp van (c) een ringvormige 
schroefdeksel, waarin het microscoopobjectief kan worden gevoerd. De teflon 
ring wordt beiderzijds bedekt met een dekglaasje en aldus wordt het feiteli jke 
kamertje gevormd. Voor gebruik wordt een dekglaasje In de ronde uitsparing 
van de doorstroomkamer gebracht Vervolgens wordt het teflon ringetje, dat 
aan beide zijden met vaseline is ingevet, op het glaasje gemonteerd. Door de 
2 boringen worden injectienaalden aangebracht en vervolgens wordt het 
tweede dekglaasje met de daarop groeiende cellen op het ringetje geplaatst. 
Daarna wordt de teflon ring tezamen met de beide glaasjes door middel van de 
schroefdeksel ingeklemd De kweekruimte tussen de 2 glaasjes wordt dan via 
de injectienaalden en silicon slangetjes aangesloten op de voorraadfles met 
kweekmedium. 
Figuur 2; Doorstroomkamer 
a) perspex houder b) teflon ring c) r ingvormige schroefdeksel 
Daar bekend is dat endocytotische processen sterk afhankelijk zijn van de tem-
peratuur werden aanvankelijk doorstroomkamers gebruikt, waarbij, als verdere 
uitwerking van het model van Ploem, een voorziening was getroffen voor het 
meten van de temperatuur in de kweekruimte tussen de 2 glaasjes Daartoe 
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was een derde zeer fijne boring in de teflon ring aangebracht waardoor een 
naaldvormig thermokoppel kon worden ingebracht. Spoedig bleek echter dat 
de temperatuur in de kweekruimte aan zeer sterke wisselingen onderhevig 
was ondanks de warmwater voorziening van de doorstroomkamer Daarom 
werd later de doorstroomkamer gebruikt zonder deze mogeli jkheid tot tem-
peratuurregeling Voor het op constante temperatuur houden van de door-
stroomkamer en de voorraadflessen werden deze geplaatst m een kast met 
thermostatische temperatuurregeling 
Voor kort durende observatie van de cellen werden eenvoudige kamertjes 
gebruikt. Deze bestonden uit 2 dekglaasjes, die op enige afstand van elkaar 
met behulp van vaseline op een voorwerpglas waren aangebracht. Hierop werd 
het glaasje met de cellen geplaatst. Tevoren was het stukje hart verwijderd 
van het glaasje 
2-4 FIXATIE 
De fixatie van de gekweekte cellen bleek een niet gemakkeli jke aangelegen-
heid Vele in de literatuur opgegeven fixatieoplossmgen (Sabatini, 1963, 
Bensch, 1964, Weissenfels, 1967) gaven in onze handen sterk wisselende 
resultaten en daarmee kon slechts zelden een goed behoud van de cellulaire 
ultrastructuur verkregen worden Daarom werd een onderzoek ingesteld om de 
quahteit van de fixatie te verbeteren Gezien het feit dat de osmotische waar-
de van het kweekmedium binnen de grenzen van 360 tot 420 mOsmolen 
varieerde en juist de laatste jaren het belang van de osmolaliteit van fixatieven 
bij het vastleggen van de ultrastructuur duidelijk is geworden, werd m een 
reeks experimenten allereerst de fixatie kwaliteit van een 2 % glutaaraldehyde 
oplossing in Sorensen fosfaatbuffer pH 7,6 met een osmolaliteit variërend 
van 250 tot 600 mOsmolen getest. Daartoe werden achtereenvolgens cel-
kweken in een doorstroomkamer gebracht ledere kweek werd gefixeerd met 
een fixatief van een andere osmotische waarde 
De inwerking van de fixatieven op de cellen werd microscopisch gevolgd en 
fotografisch vastgelegd (fig 3 a t/m f). Het bleek dat de cellen in hxatieven 
zowel met een osmotische waarde gelijk aan of lager dan die van het kweek-
medium, als met een osmotische waarde van ongeveer 50 mOsmolen of meer 
dan die van het kweekmedium ζ g "b lebs" (i.e. uitstulpingeri van de opper­
vlakte membraan) vormden Het rustigst verliep de fixatie wanneer de osmo­
tische waarde van het fixatief ongeveer 40 mOsmolen boven die van het 
kweekmedium lag (zie f ig 3d). 
Figuur 3 a t/m f Invloed van fixatievloeistoffen van verschillende osmotische waarde 
op de structuur van kippehartfibroblasten ( K h f i b r ) , fase-contrastmicroscopisch ( F c -
microsc ) 
Osmol van het medium 420 mOsmol 
Osmol van het fixatief a) 248 mOsmol, b) 380 mOsmol , c) 420 mOsmol , 
d) 460 mOsmol , e) 480 mOsmol, f) 550 mOsmol - > 
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In een tweede reeks experimenten werd de invloed van de concentratie van het 
glutaaraldehyde m de fixatievloeistof op de fixerende werking nagegaan Daar-
toe werden fixatievloeistoffen samengesteld met 0,5%, 1 % , 1,5%, 2 % , 
2,5% en 3 % glutaaraldehyde terwijl de osmotische waarde van de fixatie-
vloeistof door aanpassing van de bufferconcentratie m alle gevallen op 40 
mOsmolen boven die van het kweekmedium werd gesteld 
Het bleek dat de 2 % glutaaraldehyde oplossing m Sorensen fosfaatbuffer 
leidde tot een goed fixatieresultaat De lagere en hogere percentages leidden 
tot een verslechtering van de structuur BIJ de lagere percentages krijgt men 
de indruk dat celbestanddelen uit de cel zijn gespoeld ti jdens de verdere 
behandeling, zoals t i jdens de dehydratie In de hogere concentraties kreeg 
men in het geheel geen behoud van structuren, mogelijk als gevolg van de 
lage concentratie van de buffer die nodig was om de osmotische waarde op 
40 mOsmolen boven die van het kweekmedium te stellen De osmolaliteit van 
de buffer vaneerde van 0,02 tot 0,1 molai Alle molaliteitsmetmgen werden met 
een osmometer van Advanced Instruments Incorporation verricht 
De fixatietijd bleek geen invloed uit te oefenen op het uiteindelijke fixatie-
resultaat Niettemin bestond de indruk dat het contrast in de cellen speciaal 
bij nafixatie m osmium tetroxyde (OsCh) enigszins verminderde wanneer de 
cellen gedurende 1 uur gefixeerd werden Daarom werd in overeenstemming 
met de gegevens uit de literatuur de fixatietijd zo kort mogelijk gehouden Een 
fixatie gedurende 12 minuten m 2 % glutaaraldehyde m Sorensen fosfaatbuffer 
bleek een goed behoud van de structuur te geven 
De cellen werden meestal nagefixeerd met 2 % OsOt volgens Palade (1952) 
2-5 INBEDDING 
De cellen werden, na dehydratie m een alcoholreeks, ingesloten m epon In 
verband met een eventuele mogelijkheid tot correlatie van lichtmicroscopische 
structuren met structuren welke op ultrastructureel niveau zichtbaar zijn werd 
gezocht naar een methode die het maken van dergeli jke correlaties zou ver-
gemakkeli jken Het leek het meest aantrekkelijk wanneer de cellen voor 
electronenmicOscopisch onderzoek zoveel mogelijk in uitgestrekte vorm, zoals 
ZIJ op het glas groeien, konden worden vastgelegd De cellen kunnen voor de 
fixatie met van het glas verwijderd worden daar ZIJ zich dan onmiddelli jk af-
ronden Daarom werd besloten de cellen op het glas te fixeren, door te voeren 
m alcohol en uiteindelijk in te sluiten m epon door gelatine capsules gevuld 
met epon te plaatsen op de cellen De cellen werden daartoe gekweekt op een 
koolvliesje dat opgedampt was op de dekglaasjes Deze koollaag was nood-
zakelijk in verband met het verwijderen van de cellen met de capsule zonder 
dat glas werd meegenomen nadat de epon was gepolymenseerd 
Voor deze procedure werd een capsulehouder, ontwikkeld door Nishiura 
(1960), gebruikt waarmee 7 glaasjes tegeli jkerti jd konden worden ingebed 
20 
(fig. 4) Het dekglaasje met de cellen wordt met epon gemonteerd op een voor-
werpglas (B) Vervolgens wordt dit geheel ingeklemd in het blok (A) zodanig 
dat de cellen zich bevinden boven de met epon gevulde capsule (C) welke in 
de ronde opening van het blok is geplaatst. Daarna wordt het gehele blok 
omgekeerd en kan de epon uit de capsule de cellen op het dekglaasje be-
reiken. Na verwijdering van de capsule bevonden zich de cellen m de dunne 
laag epon op de vlakke zijde van de epon 
Figuur 4: Capsulehouder 
A) houder B) voorwerpglaasje C) capsule 
Voor het localiseren van de uitgegroeide cellen op de vlakke zijde van de 
capsule met epon, nadat de cellen hierin waren ingebed, werd een plankton-
microscoop (Leitz) gebruikt. Soms werden deze cellen namelijk uitgesneden 
en geplaatst op een tevoren klaargemaakt loos eponblokje. Op deze wijze was 
het mogelijk meer cellen te krijgen, welke voor electronenmicroscopisch 
onderzoek konden worden aangesneden. 
De cellen moeten met behulp van het ultramicrotoom in het vlak van de uit-
groei aangesneden worden, hetgeen technisch geen gemakkeli jke zaak bleek 
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te zijn Na enige ervaring was het echter goed mogelijk een dergeli jke aan-
snijding uit te voeren. 
2-6 KLEURINGEN 
Kleuringen bieden de mogelijkheid tot een nadere identificatie van bepaalde 
celorganellen of celmsluitsels die reeds met het fase-contrastmicroscoop 
zichtbaar zijn In de meeste gevallen is het nodig cellen te fixeren alvorens 
ZIJ gekleurd kunnen worden 
Door de fixatie kunnen echter veranderingen in vorm van de organellen op-
treden waardoor het met mogelijk is een vergeli jking te maken met de organel-
len die in de levende cel werden waargenomen Bovendien kan een ver-
plaatsing speciaal van de kleinere organellen zijn opgetreden in de cel het-
geen een vergeli jking tussen de levende cel enerzijds en de gefixeerde en 
gekleurde cel anderzijds met betrekking tot de organellen bemoeili jkt 
Door het uitvoeren van de fixaties en kleuringen m de doorstroomkamer is het 
echter mogelijk het verloop van de reactie met het oog te vervolgen zodat een 
vergeli jking van de organellen voor en na de reacties wel mogehjK is Ook 
vitale kleuringen bieden de mogelijkheid tot een vergeli jking omdat een be-
paald organel gedurende de kleuring met het oog vervolgd kan worden 
De volgende cytologische testen werden op de cellen uitgevoerd ter identifi-
catie van stoffen hetzij vrij in het cytoplasma hetzij in celorganellen of cel-
insluitsels 
Lichtmicroscopische kleuringen (Voor details zie Everson-Pearse, 1960) 
1) PAS reactie volgens Hotchkiss op Polysacchariden en glycoproteïnen 
Na fixatie in 10% formaline in PC-oplossing werden de cellen gedurende 
48 uur gebracht m 96% alcohol bij 40° С Deze behandeling verhindert het 
optreden van de plasmaal reactie Daarna werd de PAS kleuring u.tgevoerd 
2) Soedan zwart В kleuring op neutrale vetten 
Fixatie van de cellen m 10% formaline in PC-oplossing 
3) Nijlblauwsulfaat kleuring volgens Menschick (fosfolipiden) 
4) Methylgroen-pyronme volgens Brächet op DNA en RNA 
5) Vitale kleuringen a) Janus groen voor mitochondnen 
b) Nijlblauwsulfaat voor fosfohpiden 
Electronenmicroscopische "kleuringen" 
Voor het onderzoek in het electronenmicroscoop werden coupes, verkregen 
met behulp van het ultramicrotoom, als volgt gecontrasteerd 
a) Met uranylacetaat als verzadigde oplossing m water gedurende 20 minuten 
b) Met loodcitraat volgens Reynolds (1963) of Venable (1965) 
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2-7 MICROSCOPISCHE TECHNIEKEN 
Voor de beoordeling van de uitgroei van de explantaten op de glaasjes werden 
deze bekeken met een planktonmicroscoop (Leitz) Dit microscoop was echter 
met geschikt voor een meer gedetailleerd onderzoek van de celmorfologie in 
verband met de slechte optische eigenschappen van het glas van de oetri-
schaal Bovendien is het door de dikte van de glaswand van de petnschaal 
slechts mogelijk een objectief met een 10-malige vergroting te gebruiken 
Voor een meer gedetailleerd onderzoek van de morfologie werden de cellen 
bekeken met een fase-contrastrrvcroscoop (Zeiss) De cellen werden daartoe 
gebracht m hetzij de doorstroomkamer hetzij het kamertje voor kortdurend 
hchtmicroscopisch onderzoek Om dergeli jke kamertjes met een dikte van 
1 a 2 mm te kunnen gebruiken was het nodig het fase-contrastmicroscoop 
uit te rusten met een ζ g " long focus" condenser met grote apertuur Op deze 
wijze kon men de cellen bestuderen met behulp van objectieven met een hoog 
oplossend vermogen (ohe-immersie 100 x) 
In verband met de soms relatief lange belichtingstijden bij fase-contrast-
microscopische fotografie en de snelle bewegingen van vooral de kleinere 
celpartikels was het met altijd te vermijden dat de foto's niet geheel scherp 
waren Om die reden hebben we in plaats van de normale laag voltage lamp­
jes gebruik gemaakt van lampjes met een hoger voltage en dus een grotere 
l ichtsterkte 
Voor electronenmicroscopisch onderzoek werden preparaten gefotografeerd 
met behulp van de Zeiss EM 9a of Philips EM 200 
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HOOFDSTUK 3 
STRUCTUUR EN ULTRASTRUCTUUR 
VAN GEKWEEKTE KIPPEHARTFIBROBLASTEN 
3-1 INLEIDING 
Zoals in de algemene inleiding (pag 13) reeds werd opgemerkt vormen ge­
kweekte cellen, vooral wanneer ZIJ m serumnjk medium groeien, karakteristieke 
insluitlichaampjes waarvan het ontstaan verband houdt met de kunstmatige 
voedingscondities, waaronder de cellen verkeren 
Zo vond Rose (1957) m het cytoplasma van HeLa cellen de vorming van be­
doelde granula bij gebruik van humane sera in het kweekmedium Gropp 
(1960) nam bij een reeks van in vitro groeiende cellen waaronder Walker tumor 
cellen, humane fibrosarcoomcellen en ammoncellen de ontwikkeling van 1 tot 
5 μ grote partikels waar, mits de kweekmedia hoge concentraties aan serum 
bevatten Weissenfels (1962) heeft in gekweekte kippehartmyoblasten even­
eens soortgeli jke partikels beschreven en gevonden dat hun aantal samen­
hangt met de aangeboden hoeveelheid voedmgseiwitten Z IJ worden daarom 
door hem m navolging van Gropp (1960) als "Proteinspeicher" geïnterpreteerd 
Voor dergeli jke cytoplasma lichaampjes, waarvan de belangrijkste eigenschap 
zou zijn het opslaan van opgenomen stoffen, werd door Schulz (1958) de term 
"cy tosomen" geïntroduceerd Deze benaming zal ook in het onderstaande 
worden gebruikt Ogawa (1961) en Munro (1964) hebben de vorming van 
cytosomen beschreven respectievelijk in astrocyten afkomstig van hersen-
weefsel van jonge honden en m fibroblasten uit ovaría van chinese hamsters 
Deze auteurs beschouwden de cytosomen onder meer op grond van een 
histochemisch aangetoonde positieve reactie op zure fosfatase als lysosomen 
Eigen voorexperimenten hebben aangetoond dat cellen, die uit hartweefsel-
explantaten van 11 à 12 dagen oude kippeembryonen werden gekweekt, tal-
rijke cytosomen vormen wanneer ze groeien in een medium met 20% kalfs-
serum 
In dit hoofdstuk zal nader worden ingegaan op de wijze van uitgroeien van het 
door ons gebruikte celtype en zal tevens een beschrijving gegeven worden 
van de licht- en electronenmicroscopische structuur van de cellen die 48 uur 
gegroeid hebben in een medium met 20% kalfsserum Dergeli jke cellen wer-
den gekozen omdat ZIJ de mogelijke diversiteit maximaal vertonen en zich 
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daarom bijzonder goed lenen om vertrouwd te raken met de verschil lende 
elementen die in de cellen worden aangetroffen 
3 2 LICHTMICROSCOPISCHE WAARNEMINGEN 
Wanneer 1 m m 1 grote stukjes hart van een 11 a 12 dagen oude kippeembryo 
op glas worden geexplanteerd en gekweekt m een medium met kalfsserum 
(20%) en embryonaalextract (3%) groeien de eerste cellen na ongeveer 10 
uur uit De cellen migreren in een vloeiende, als het ware glijdende, beweging 
uit het explantaat Meestal groeien de cellen m een enkele laag op het glas 
maar soms groeien ze gedeelteli jk over elkaar heen Het celoppervlak ver-
toont geen pmocytotische activiteit zoals wel wordt waargenomen bij macro-
fagen m weefselkweek Wel bezitten de cellen cytoplasma uitlopers die - on-
geveer parallel aan de bewegingsrichting - van de twee tegenover elkaar 
liggende kanten van de cel uitstralen Deze uitlopers hebben een lengte 
variërend van 10 tot 25 μ en een breedte welke varieert van 0 5 tot 1 u Z IJ 
verlopen enerzijds tussen het explantaat en de uitgroeiende cellen, anderzijds 
tussen de cellen zelf Dit contact is blijkbaar op dat moment van belang, het­
geen moge blijken uit het feit dat de uitgroeiende cellen doodgaan zodra het 
oorspronkeli jke explantaat verwijderd wordt Door deze cytoplasma uitlopers 
vormen de cellen als het ware een 2 dimensionaal netvormig weefsel waarin 
grote mazen voorkomen Pas na 36 uur kweek treden voor het eerst cel­
delingen in de cultuur op Als gevolg hiervan neemt het aantal cellen rondom 
het stukje hart tussen 36 en 48 uur sterk toe Na 48 uur kweek bevinden zich 
aan de rand van de uitgroei cellen d'e rond of stervormig zijn terwij l daar­
entegen elders m de uitgroei langwerpige of spoelvormige cellen voorkomen 
(fig 5a en 5b) De cellen van de uitgroei var eren sterk m grootte Plam-
metrisch blijkt het door de cel ingenomen oppervlak 1000 tot 2000 μ2 te be­
dragen 
Uit submicroscopische waarnemingen is gebleken dat naast de hchtmicrosco-
pisch waargenomen cytoplasma uitlopers zeer veel fijne plasma uitlopers 
met een diameter van ongeveer 600 A voorkomen Dergeli jke fijne uitlopers 
komen langs het gehele celoppervlak voor doch vooral m de omgeving van de 
dikkere cytoplasma uitlopers De cellen vertonen een ectoplasma zone, waarin 
geen celorganellen zoals mitochondnen en cytosomen, of celmsluitsels zoals 
vet voorkomen Dit ectoplasma heeft een breedte variërend van 0,2 tot 1 μ en 
wordt langs de gehele omtrek van de cel inclusief de uitlopers aangetroffen 
De cellen bezitten een grote kern met een diameter variërend van 16 tot 20 μ 
Opmerkel i jk is dat zoals f iguur 5a laat zien in sommige cellen meer dan een 
kern voorkomt De kern is rond tot ovaal en excentrisch gelegen van de voort­
bewegingsinrichting afgekeerd Zi j bevat een of twee nucleoli die een on­
regelmatige vorm hebben In het fase-contrastmicroscoop zijn de nucleoli niet 
homogeen doch vertonen plaatselijk lichtere plekken 
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Zoals in de figuren 5a en 5b te zien is komt m de meeste cellen ¡uxtanucleair 
een plasmagebied voor dat duidelijk kan worden onderscheiden van de rest 
van het cytoplasma Dit gebied is m figuur 6 door een stippellijn begrensd. 
Mitochondnen, cytosomen of vetdruppels worden in dit gebied met aangetrof-
fen, wel echter een aantal vacuolen met een transparante inhoud. Dit door 
Weissenfels (1962) als centroplasma aangeduide celgebied is 30 tot 70 μ* 
groot 
In het cytoplasma buiten de centroplasma zone komen zoals in figuur 6 duidelijk 
te zien is talri jke, veelal langwerpige mitochondnen voor. Hun diameter be-
bedraagt ongeveer 0,5 μ en hun lengte varieert van 0,5 tot 15 μ Ook worden 
lusvormige en aan een uiteinde Y-vormig gespleten dan wel verdikte mitochon­
dnen aangetroffen (fig 6). Lichtmicroscopisch ziet men de mitochondnen voor­
al m het gebied tegen de ectoplasma zone aan Electronenmicroscopisch blijkt 
echter dat ZIJ ook elders in de cel talrijk voorkomen De mitochondnen zijn op 
grond van hun morfologie gemakkelijk van de overige celmsluitsels te onder­
scheiden Voorts is het mogelijk de mitochondnen specifiek te kleuren met de 
vitale kleurstof Janus groen. 
Naast de mitochondnen komen m het celplasma ronde tot ovale structuren 
voor waarvan het l ichtmicroscopisch beeld sterk wisselend is m afhankeNjk-
heid van de focussenng. BIJ nauwkeurige bestudering blijkt toch dat de par­
tikels op grond van hun vorm zijn te onderscheiden in 2 typen: a) cytosomen 
en b) vetpartikels 
De cytosomen zijn meestal rond tot ovaal Soms treft men hoekige vormen 
ervan aan In f iguur 6 zijn een aantal cytosomen met " C y " aangegeven ZIJ 
variëren in diameter van 0,4 tot 5 μ. De grote cytosomen bezitten vaak een 
duidelijke substructuur (fig. 6, > ) Het cytosoom lijkt daardoor opgebouwd 
te zijn uit kleine donkere partikels met een diameter van 0,5 tot 1 μ (fig 6). 
De cytosomen met uitzondering van de zeer grote zijn zeer bewegelijk. Het 
aantal cytosomen m de cel is veelal groot en ZIJ komen vooral m een boog 
rondom het centroplasma, doch ook wel elders m het cytoplasma voor. 
Het vet zoals m figuur 6 met "Ve" aangegeven komt voor in de vorm van kleine 
(diameter tot 0,5 μ) en grote druppels (diameter 0,5 tot 1,5 ¡ι), die sterk licht-
brekend zijn en een halo bezitten. De velelementen komen slechts weinig 
Figuur 5 а К h fibr uit een 48 uur cultuur m medium met 20% kalfsserum, F с microsc 
Een groep cellen uit de rand van de uitgroei vertoont een stervorm Vergroting 1000 χ 
Figuur 5 b Een groep cellen uit het midden van de uitgroei vertoont een langwerpige 
vorm Vergroting 1000 χ 
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Figuur 7 a: Cel uit een 48 uur cultuur in medium met 20% kalfsserum; F.c.mlcrosc. 
Vele cytosomen ( > ) komen in de cel voor. Zij liggen vooral boogvormig rondom het 
centroplasma. De dubbelpijl {>) verwijst naar vetdruppels. Vergroting 1800 χ 
Figuur 7 b: Dezelfde cel als in figuur 7 a; Lichtmicrosc. Vitale kleuring met mjlblauw-
sulfaat. De stof is opgenomen in de cytosomen ( > ) . Het vet heeft de kleurstof niet op­
genomen (>>). Vergroting 1800 χ 
voor en hun verdeling in het cytoplasma varieert van cel tot cel. Soms liggen 
zij opeengehoopt aan de zijde van de cel tegenovergesteld aan de bewegings­
richting, soms liggen zij solitair of in kleine groepjes verspreid in het cyto­
plasma. In tegenstell ing tot de cytosomen vertonen de vetpartikels weinig of 
geen bewegeli jkheid. Behalve door hun verschillende morfologie en gedrag 
kunnen de cytosomen en vetpartikels van elkaar onderscheiden worden door 
hun verschillende cytologisch en cytochemisch gedrag. In tabel 2 zijn deze 
verschillen weergegeven. 
<-
Figuur 6: Cel uit een 48 uur cultuur In medium met 20% kalfsserum; F.c.mlcrosc. De 
cel bevat cytosomen (CY), mitochondrien (Mi), vetdruppels (Ve), centroplasma (Ce), 
waarvan de begrenzing door een stippellijn is aangegeven, vacuolen (Va) en kern 
(K) met nucleolus (Ne), De pijl ( > ) verwijst naar een cytosoom, waarin substructuren 
herkenbaar zijn. Vergroting 3000 χ 
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Figuur 8 a: Cellen uit een 48 uur cultuur in medium met 2 0 % kalfsserum F c.mlcrosc. 
De cellen bevatten cytosomen welke In een groep luxtanucleair zijn gelegen ( > ) . Ver-
cpreid in het cytoplasme komen vetdruppels voor ( > ) Vergroting 1400 χ 
Figuur 8 b; Dezelfde cellen als in figuur 8 a, fixatie m formaldehyde en kleuring met 
soedan zwart B. Lichtmicrosc De dubbelpij l ( > ) verwijst naar vetdruppels, die soedan 
zwart В hebben opgenomen. In het gebied waar de cytosomen ( > ) gelegen zijn treft 















In de figuren 7a en 7b is dezelfde cel afgebeeld respectieveli jk in levende 
toestand en na vitale kleuring met nijlblauwsulfaat. De pijlen ( > ) verwijzen 
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naar een aantal cytosomen welke de kleurstof hebben opgenomen Deze bli jkt 
bij voorkeur gelocahseerd aan de rand van de cytosomen Een dubbel pijl 
0 ) verwijst naar vetpartikels die duidelijk geen kleurstof hebben opgenomen 
In de figuren 8a en 8b zijn dezelfde cellen afgebeeld respectievelijk in levende 
toestand en na kleuring met soedan zwart В De in het centrum gelegen cel 
bevat luxtanucleair gelegen betrekkeli jk veel cytosomen ( > ) en enkele vet-
druppels O ) Do rechts boven gelegen cel heeft veel cytosomen zowel boven 
als onder de kern Wanneer de cellen met soedan zwart gekleurd zijn blijkt 
dat alleen de vetdruppels de kleurstof hebben opgenomen zoals in figuur 8b 
met dubbelpij len ( > ) is aangegeven 
3-3 ELECTRONENMICROSCOPISCHE WAARNEMINGEN 
De oppervlakte membraan vertoont veelal een recht verloop Soms komen 
insluipingen van de oppervlakte membraan voor die dan ter plaatse veelal 
verdikt is en bezet met radiair naar het cytoplasma uitstralende filamenten 
(fig 9) De ectoplasma zone, wacrm l ichtmicroscopisch geen organellen 
konden worden waargenomen, blijkt bij electroncnmicroscopisch onderzoek 
wel gestructureerde elementen te bevatten Zo komen onmiddell i jk onder de 
oppervlakte membraan gelegen 2 typen blaasjes voor 
1) Gladwandige blaasjes met een diameter kleiner dan ca 1000 Á 
2) "Large coated vesicles" *) dat wil zeggen blaasjes welke voorzien zijn van 
eenzelfde filamenteuze coat (fig 10) als aangetroffen werd op de opper-
vlakte membraan en met een diameter variërend van 1200 tot 1800 A 
Op doorsnede vertonen de " large coated vesicles" filamenten op regelmatige 
afstanden van elkaar op de membraan (fig 10) Deze filamenten variëren m 
lengte van 100 tot 200 A en hun aantal wisselt van 15 tot 35 De inhoud van de 
" large coated vesicles" is meestal electronen-dichter dan de cytoplasmatische 
matrix Soms echter is de inhoud geheel electronen-transparant Een tweede 
structuur element in de lichtmicroscopisch heldere ectoplasma zone zijn de 
filamenten die in bundels evenwijdig aan de oppervlakte membraan verlopen 
BIJ meting is gebleken dat men op grond van hun dikte 2 filamenten kan on-
derscheiden nl filamenten met een diameter van 30 tot 40 A en filamenten 
met een diameter van 60 tot 80 A 
*) "Large coated vesicles worden zo genoemd ter onderscheiding van ζ g "small 
coated vesicles die eveneens gekenmerkt worden door het bezit van een filamen-
teuze coat die in de richting van het cytoplasma uitstraalt doch met een diameter 
kleiner dan 1000 A Deze small coated vesicles komen vooral voor m het Golgi 
gebied van de cel 
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De EM foto's zijn gemaakt van coupes van cellen die gefixeerd zijn In glutaaraldehyde 
en osmlumtetroxyde. De coupes zijn gekleurd met uranylacetaat en loodcitraat. Alle 
cellen hebben gedurende 48 uur m medium met 20% kalfsserum gegroeid. 
Figuur 9: Gedeelte van de oppervlakte membraan, waarin 2 membraan Instulplngen 
zichtbaar zijn. Filamenten stralen ter plaatse van de instulping uit van de membraan in 
de richting van het cytoplasma. Duidelijk Is de gehypertrofieerde glycocalyx te zien. 
Vergroting 83000 χ 
Figuur 10: Perifeer in de cel gelegen "large coated vesicle". Duidelijk zijn de radiair 
uitstralende filamenten zichtbaar (30 à 32). Vergroting 119000 χ 
Hun voorkomen moet waarschijnli jk In verband worden gebracht met het feit 
dat de cellen in vitro groeien. Aanwijzingen daarvoor worden gevonden In het 
feit dat In de hartcellen van het 11 dagen oude embryo dergeli jke filamenten 
niet werden gevonden. Het blijkt overigens dat het voorkomen van dergeli jke 
filamenten niet beperkt Is tot de ectoplasma zone. Ook elders in het cytoplasma 
komen filamenten voor (fig. 9) die hetzij enkelvoudig hetzij in bundels tussen 
de celorganellen als het rER en mitochondriën verlopen. Vaak zijn deze 
Figuur 11 : Gedeelte van cel met meerdere Golgi velden, leder Golgi veld bestaat uit 3 
tot 4 cisternen in de buurt waarvan gladwandige (> ) en "small coated vesicles" (> ) 
voorkomen. Pijlen ( • ) verwijzen naar overgangen van ruw in glad endoplasmatisch 
reticulum. Vergroting 38000 χ 
Figuur 12- In deze foto is duidelijk te zien dat "small coated vesicles" een continuïteit 
vertonen met membranen van Golgi cisternen. Enkele "small coated vesicles" liggen 
reeds vrij. Vergroting 72000 χ 
Figuur 13: "Large coated vesicle" in contact met membraan van een Golgi cisterne of 
gladwandige membraan m de buurt van het Golgi systeem. Vergroting 36000 χ 
Figuur 14: "Large coated vesicles" vrij in het cytoplasma liggend en in contact met 
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filamenten vertakt en onderling verbonden Ook gaan ZIJ verbindingen aan met 
de filamenten die m bundels in de ectoplasma zone verlopen 
Golgi systeem 
De cellen bezitten een of meerdere Golgi systemen (fig 11) welke vooral 
luxtanucleair m het centroplasma gelegen zijn leder van deze Golgi systemen 
bestaat uit een aantal (3 a 5) cisternen die parallel gerangschikt zijn In vele 
aansnijdingen van het Golgi systeem kan men zien dat het een gebogen vorm 
heeft Aan de convexe buitenkant zijn de cisternen veelal gedilateerd of ge-
vacuoliseerd en is het lumen van de cisternen gevuld met electronen-trans-
parant materiaal terwij l aan de concave binnenkant de cisternen afgeplat zijn en 
gevuld met electronen-dicht materiaal Groepjes gladwandige vesikels worden 
aangetroffen in de buurt van de Golgi cisternen met name in het gebied tussen 
Golgi systeem en ER In figuur 11 zijn deze vesikels aangegeven met pijlen ( > ) 
ZIJ vertonen overeenkomst met soortgeli jke vesikels in cellen van het pan-
creas 
Aan het Golgi systeem grenzende rER cisternen zijn soms gedeelteli jk vrij 
van ribosomen en vertonen de structuur van "junctional elements" Ook in het 
Golgi gebied penetrerende cisternen van het rER zijn vaak gedeelteli jk vrij van 
ribosomen In figuur 11 zijn dergelijke cisternen aangegeven met pijlen ( • ) 
Novikoff (1971) heeft een dergelijk samengaan van Golgi systeem, 'junctional 
elements" en rER samengevat onder de naam GERL complex 
Naast de gladwandige vesikels komen in het Golgi systeem "coa ted" vesikels 
voor (15%) Het merendeel van de "coa ted" vesikels heeft een diameter 
kleiner dan 1000 A, dit type wordt in de literatuur aangeduid als "small coated 
vesicles" Frequent worden beelden aangetroffen die wijzen op een mogelijk 
ontstaan van "small coated vesicles" door afsnoering uit de membranen van 
de Golgi cisternen (fig 12) 
Naast de "small coated vesicles ' treft men echter, ZIJ het m geringe mate, 
"coa ted" vesikels aan met een diameter groter dan 1000 A die bekend staan 
als " large coated vesicles" Deze "large coated vesicles" worden in nauw 
verband waargenomen met cisternen van het Golgi systeem dan wel glad-
wandige cisternen in het Golgi gebied (fig 13, 14) 
Cytosomen 
Cellen die gedurende 48 uur gekweekt zijn in medium met 20% kalfsserum 
blijken meestal een groot aantal cytosomen te bevatten (fig 15) Deze cyto-
somen komen vooral voor in het gebied dat onmiddelli jk grenst aan het 
centroplasma In tegenstell ing tot het betrekkeli jk uniforme beeld dat de 
cytosomen lichtmicroscopisch te zien geven, blijkt bij electronenmicroscopisch 




Figuur 15: Cel met vele cytosomen 
-
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Vergroting 4500 χ 
van partikels. Weliswaar zijn alle cytosomen rond tot ovaal en omgeven door 
een enkelvoudig membraan, er is echter een grote heterogeniteit naar inhoud 
en grootte. Hoewel overgangsvormen regelmatig worden aangetroffen zullen 
op grond van hun Inhoud en grootte en voor het gemak van de beschrijving 
3 vormen worden onderschelden: 
1) Cytosomen van het type I (flg. 16, су I) met een diameter van 0,4 tot 1 μ en 
een sterk osmiofiele inhoud bestaande uit fijn granulair materiaal, waarin 
partikels met een diameter van 350 tot 1300 A voorkomen Dergeli jke 
structuren worden vaak beschreven als "dense bodies". 
2) Cytosomen van het type II (f lg. 16, су II) met een diameter variërend van 
0,6 tot 3 μ en een matig electronen-strooiende inhoud waarin naast de 
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eerder genoemde partikels kleine vesikels voorkomen met een diameter 
die wisselt van 440 tot 660 Λ 
3) Cytosomen van het type III (fig 17) met een diameter van 2 tot 4 μ en een 
transparante inhoud waarin materiaal van zeer verschil lende aard zoals 
granula, vesikels, dichte concentraties van stof (diameter 0,5 tot 1 u) en 
myelmeachtige structuren gelegen zijn Dergeli jke myelmeachtige struc­
turen komen vaak perifeer in het cytosoom voor 
De m een cel aangetroffen cytosomen kunnen onderling sterk verschil len in 
grootte en vorm, maar ook de verdeling van de verschillende cytosomen over 
de cellen kan sterk variëren Het meest frequent komen cellen voor met vooral 
cytosomen van het type II, terwijl dan cytosomen van het type I weinig en 
cytosomen van het type III vri jwel met voorkomen In mindere mate treft men 
cellen aan met vooral cytosomen van het type I, alsmede een aantal cytosomen 
van het type II en III Cellen waarin uitsluitend cytosomen van het type III 
voorkomen worden slechts zelden aangetroffen 
Multivesicular bodies en cuplike bodies 
In het cytoplasma komen structuren voor welke bekend staan onder de naam 
"multivesicular bodies" (MVB's) Deze structuren hebben een electronen-
transparante, hetzij electronen-dichte inhoud en zijn omgeven door een enkel-
voudige membraan Binnen deze membraan komen vesikels voor De "mul t i -
vesicular bodies" hebben een diameter vanerend van 1 tot 1,5 μ Het aantal 
"multivesicular bodies" is gering en ZIJ komen vooral m de buurt van het 
Golgi gebied voor 
In de cellen komen regelmatig "cuplike bodies" voor Deze naam is door 
Holtzman (1968) geïntroduceerd voor U-vormig gebogen vacuolaire structuren 
welke betrokken zouden zijn bij de opname van extracellulair materiaal, met 
->-
Figuur 16 Gedeelte van cel, waarin cytosomen I (CY I) en cytosomen II (CY II) 
Vergrot ing 22000 χ 
Figuur 17 Cytosoom van het type III Vergroting 25000 χ 
Figuur 18 Gedeelte van een cel, waarin rechts boven een deel van de kern is te zien 
Onmiddell i jk in de buurt van de kern ligt een 'cuphke body' dat een deel van het cyto­
plasma en de daarin aanwezige elementen nagenoeg omgeeft In het ' cuphke body ' 
komt een aantal vesikels voor Links onder ligt een cuphke bdoy ' dat 2 mitochondrien 
omsluit Waarschijnli jk hebben we hier te maken met een autofage vacuole 
Vergrot ing 30000 χ 
Figuur 19 Deze structuur suggereert een overgang te zijn tussen "cuphke b o d y " en 
M V B Vergrot ing 28000 χ 
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name eiwit Ook zouden ZIJ deelnemen aan de vorming van "multivesicular 
bodies" Z IJ werden in de cellen van het bijmermerg van de rat veelvuldig 
aangetroffen m de buurt van de oppervlakte membraan In de kippehartfibro-
blasten zijn de "cuplike bodies" voornamelijk gelocaliseerd in het Golgi geb ed 
Soms treft men in de "cuplike bodies" kleine vesikels aan (zie bovenaan m 
fig 18), waardoor deze "cupl ike bodies" zekere overeenkomst vertonen met 
"multivesicular bodies" De m figuur 19 afgebeelde structuur kan een M VB zijn, 
doch men kan zich voorstellen dat eenzelfde afbeelding ontstaat bij loodrechte 
aansnijding van het m figuur 18 afgebeelde "cuplike body" Soms ook om­
geven zij geheel of gedeelteli jk delen van het cytoplasma met de daarin 
gelegen elementen als mitochondrien en ribosomen (zie links onder m fig 18) 
In dat geval vertonen ZIJ gelijkenis met autofage vacuolen 
De door ons waargenomen beelden suggereren daarom m overeenstemming 
met de opvattingen van Holtzman een relatie tussen "cuplike bodies" en 
"multivesicular bodies" respectievelijk autofage vacuolen, doch geen uitspraak 
kan gedaan worden omtrent de herkomst van de membranen die de "cuplike 
bodies" omgeven Resultaten van latere onderzoekingen (hoofdstuk 5) maken 
het minder waarschijnli jk dat de "cuplike bodies" ontstaan vanuit de opper­
vlakte membraan 
Het endoplasmatisch reticulum 
In de cellen komt vooral ruw endoplasmatisch reticulum voor Tussen de cellen 
blijken grote verschillen te bestaan in de ontwikkeling van het rER Sommige 
cellen bezitten slechts een gering aantal cisternen, andere cellen hebben een 
groot aantal (fig 15) Naast tubulaire treft men vooral lamellaire vormen aan 
Zowel de tubulaire als de lamellaire cisternen zijn vaak gedilateerd Het 
lumen van de cisternen is meestal gevuld met electronen-dicht materiaal Op 
onregelmatige afstanden komen ribosomen, vaak m de vorm van polynboso-
men, gehecht aan de membraan, voor 
Ook de verspreiding van het rER in de cel wisselt van cel tot cel sterk In de 
meeste cellen komt het rER meer verspreid in het cytoplasma voor In dat geval 
is het meestal sterk gedilateerd (fig 19) 
Behalve aan de membraan gebonden ribosomen komen talri jke ζ g vri je 
ribosomen voor Deze liggen hetzij solitair hetzij gegroepeerd als polynboso-
men 3 Typen polynbosomen kunnen op grond van hun frequente voorkomen 
onderscheiden worden 
1) Spiraalvormig opgebouwde polynbosomen 
2) Helixvormig gegroepeerde polynbosomen 
3) Rozetvormige polynbosomen 
Het totale aantal ribosomen (gebonden + vrije) wisselt sterk van cel tot cel, 
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hetgeen m overeenstemming is met de l ichtmicroscopisch waargenomen ver­
schillen m basofilie van het cytoplasma 
Mitochondnen en overige celelementen 
Daar de ultrastructuur van de mitochondnen met afwijkt van de normale struc­
tuur is er geen aanleiding voor een gedetailleerde beschrijving van de structuur 
van de mitochondnen Wel treft men vaak mitochondnen aan die gedilateerd 
zijn De matrix vertoont ter plaatse een duidelijk verlies aan electronen-
dichtheid De oorzaak ervan is niet bekend De overige structuren m de cel 
geven aanleiding te veronderstellen dat de cellen goed gefixeerd zijn Des­
ondanks werden dergeli jke gedilateerde mitochondnen aangetroffen 
In de gekweekte cellen werd nooit glycogeen aangetroffen Dit in tegenstell ing 
met de cellen van het 11 dagen oude embryonale hart /n vivo waarin grote 
hoeveelheden glycogeen aanwezig zijn 
In overeenstemming met de hchtmicroscopische waarnemingen werd ook 
electronenmicroscopisch weinig vet in de cellen aangetroffen Indien vet-
partikels voorkomen hebben zij veelal een ronde vorm en een diameter van 
0,4 tot 1,5 μ 
3 4 DISCUSSIE 
Vri jwel vanaf het begin van het gebruik van kippehartjes in de weefselkweek-
techniek heeft er verschil van mening bestaan over de aard van de cellen, die 
uit het geexplanteerde stukje hart groeiden Carrel (1914) meende dat m de 
cultuur slechts cellen van het interstitieel bmdweefsel uitgroeiden, terwij l de 
myocard elementen degenereerden Olivo (1925) en Levi (1934) daarentegen 
meenden dat de uit een stukje kippehart groeiende cellen dedifferentierende 
myoblasten waren, die qua structuur met te onderscheiden waren van f ibro-
blasten Zij constateerden dat het dedifferentiatie proces des te sneller verliep 
naarmate het geexplanteerde stukje hart ouder was Hoewel gebleken is dat 
uit het kippehart van een 7 dagen oud kippeembryo zowel zeer vele myoblast-
achtige cellen als ook cellen, die met het karakter van spiercellen bezitten, 
uitgroeien, blijft het probleem dat de cellen of hun specifieke karakter ver­
loren kunnen hebben zoals Olivo meent, of als oorspronkeli jk mesenchymale 
cellen uitgroeien tot f ibroblasten zoals Carrel veronderstelt 
In ons geval worden hartjes gebruikt van 11 dagen oude kippeembryonen De 
kans dat hieruit myoblasten uitgroeien is daardoor reeds geringer Om het 
celtype dat onder de gebruikte kweekomstandigheden uitgroeit nader te be­
schrijven is de groeiwijze van de cellen bestudeerd en de ultrastructuur van de 
in vitro groeiende cellen vergeleken met die van cellen van het hart in vivo 
Hierbij moet worden opgemerkt dat een typering aan de hand van morfolo-
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gische kenmerken met gemakkelijk is daar bekend is dat variaties in vorm 
kunnen optreden in afhankelijkheid van de kweekcondities (samenstelling van 
het kweekmedium, temperatuur, viscositeit van het kweekmedium e tc ) Daar 
in dit onderzoek cellen betrokken zijn die hooguit 6 dagen in vitro gegroeid 
hebben, en bekend is dat juist gedurende de eerste dagen tot weken uit 
kippehart groeiende cellen hun specifieke karakter behouden, lijkt een typering 
toch mogelijk 
In het geexplanteerde weefsel komen 2 celtypen voor 
1) Myoblasten die gekarakteriseerd zijn door de aanwezigheid van myofi-
brillen Tevens komt m deze cellen veel glycogeen voor 
2) Fibroblasten met een sterk ontwikkeld rER en omgeven door collageen 
De cellen die uitgroeien vertonen noch overeenkomst met myoblasten noch 
met fibroblasten uit het kippehart Uitgroeiende cellen met myofibril len hebben 
wij niet gevonden, terwij l anderzijds het rER niet de karakteristieke opbouw 
vertoont van dat in f ibroblasten, en collageen niet werd aangetroffen De af-
wezigheid van collageen behoeft met uit te sluiten dat men te maken heeft 
met fibroblasten daar bekend is dat fibroblasten in cultuur niet altijd colla-
geen vormen (Goldberg, 1963) Het ti jdstip waarop fibroblasten m een primaire 
cultuur collageen synthetiseren is eveneens onbekend Momigliano-Levi (1932) 
meent dat dit reeds in de eerste 24 uur het geval is Maximow (1929) daar-
entegen meent dat eerst na 12 dagen groei voldoende cellen aanwezig zijn 
voor een synthese van collageen 
In overeenstemming met de door Carrel en Ebelmg (1926) gegeven be-
schrijving van de groeiwijze van fibroblasten is die van de cellen niet ge-
ïsoleerd maar vormen zij een "weefse l " en blijven ZIJ in contact met het stukje 
hart Dat de cellen in de middenzone van de uitgroei langwerpig tot spoel-
vormig en de cellen aan de rand van de uitgroei meer afgeplat en stervormig 
zijn stemt overeen met de van fibroblasten bekende groeiwijze Ook het be-
wegingspatroon van de cellen komt overeen met dat van fibroblasten in vitro 
BIJ ultrastructureel onderzoek blijken de cellen zoals eerder opgemerkt geen 
myofibri l len te bevatten Wel treft men verspreid in het cytoplasma fijne fi la-
menten aan die tussen de andere celelementen verlopen Dergeli jke filamenten 
zijn ook beschreven in fibroblasten waarvan de myogene oorsprong uitgesloten 
is (Porter, 1959) Ook Graf Keyserlmgk (1969) heeft dergeli jke filamenten 
waargenomen m fibroblasten Volgens Schafer-Danneel (1969) zouden deze 
filamenten contractiele elementen zijn die een rol spelen bij de amoeboide 
beweging van de cellen in vitro Deze filamenten zijn continue met de uit fila-
menten opgebouwde randzone in de gekweekte cellen Een dergelijke rand-
zone werd nooit aangetroffen m de cellen van het hart in vivo Hoewel het 
voorkomen van filamenten in de randzone mogelijk in verband gebracht moet 
worden met het feit dat de cellen in vitro groeien, waarbij de filamenten m 
overeenstemming met de opvatting van Schafer-Danneel en Graf Keyserlmgk 
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een rol spelen bij de voortbeweging van de cellen, blijft de vraag open waar­
om niet alle cellen een dergelijke uit filamenten opgebouwde randzone be­
zitten Mogelijk hangt dit samen met de contractietoestand van de cel op het 
moment van fixeren 
Overman (1961) bestudeerde de oppervlakte structuur van verschillende cel­
soorten, waaronder fibroblasten, aan de hand van met metaal opgedampte 
preparaten van cellen HIJ vond dat met name de fibroblasten sterk afgeplat 
waren en weinig microvilli bezaten Analoge onderzoekingen onzerzijds geven 
volledig met Overman overeenstemmende resultaten De uitgegroeide cellen 
zijn sterk afgeplat, waardoor interne structuren duidelijk zichtbaaar zijn 
Microvilli werden slechts m geringe mate aangetroffen 
De door ons gekweekte cellen vertonen voor zover ZIJ cytosomen bezitten 
een zekere overeenkomst met macrofagen In dit opzicht valt te denken aan 
een transformatie van fibroblasten in macrofagen zoals vele malen m de litera­
tuur is beschreven, doch waarover nooit zekerheid is verkregen Nooit is 
direct de transformatie van een bepaalde fibroblast m een macrofaag waar­
genomen De cellen geven echter met de groeiwijze van macrofagen te zien, 
die gekenmerkt wordt door het feit dat de cellen los van elkaar groeien waarbij 
ZIJ veelal actief doch met in een bepaclde richting bewegen Ook hebben WIJ 
nooit verschijnselen waargenomen die duiden op pmocytose zoals beschreven 
is voor macrofagen in kweek (Lewis, 1931, Cohn, 1965) 
Op grond van onze bevindingen concluderen wij dat de gebruikte cellen 
fibroblasten zijn die als gevolg van de m vitro omstandigheden soms een 
zekere overeenkomst vertonen met macrofagen 
In het cytoplasma van de meeste kippehartfibroblasten die gedurende 48 uur 
na explantatie gegroeid hebben in medium met 20% kalfsserum, komen naast 
andere elementen vele cytosomen voor Deze cytosomen zijn lichtmicrosco-
pisch vaak moeilijk te onderscheiden van vetpartikels in de cel Met steun van 
electronenmicroscopische gegevens is een discriminatie tussen cytosomen en 
vet beter mogelijk Het is daarom niet verwonderlijk dat met name in licht-
microscopische onderzoekingen cytosomen en vetpartikels vaak met elkaar 
verwisseld zijn Als gevolg hiervan werden gemakkelijk vergissingen gemaakt 
bij de beschrijving van de cytologische en/of cytochemische eigenschappen 
van de cytosomen Zo geven de resultaten van onderzoekingen van Ogawa 
(1961), Takeda (1962) en von zur Hausen (1964) aanleiding te veronderstellen 
dat een onvoldoende onderscheid is gemaakt tussen cytosomen en vet 
In de door hen afgebeelde cellen doen zowel de localisatie van de met soedan 
zwart В kleurende partikels als het structuur patroon ervan in de cel ver­
moeden dat deze partikels vetdruppels zijn en door de auteurs ten onrechte 
zijn ingedeeld in de categorie cytosomen Volgens onze waarnemingen be­
zitten de cytosomen weinig of geen neutrale vetten Deze bevindingen zijn 
overigens in overeenstemming met hetgeen Munro (1964) gevonden heeft voor 
soortgelijke partikels in fibroblasten afkomstig van ovaría van chinese ham-
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sters Bovendien geven ook de electronenmicroscopische bevindingen nauwe­
lijks aanleiding te veronderstellen dat zich in de cytosomen neutrale vetten 
bevinden 
De cytosomen vertonen morfologisch vele overeenkomsten met msluit-
lichamen welke vaak in cellen m vivo (Strauss, 1964, Miller, 1964, Maunsbach, 
1966) en /π vitro (Gropp, 1960, Munro, 1964, Schneider, 1965, Cohn, 1965) 
zijn gevonden Electronenmicroscopisch is gebleken dat we te maken hebben 
met een heterogene populatie van partikels Deze heterogeniteit manifesteert 
zich in verschil len in grootte en in een grote verscheidenheid aan vormen 
Deze veelvormigheid hebben de cytosomen gemeen met soortgeli jke partikels 
beschreven in cellen van de proximale tubulus van de nier van de rat 
(Maunsbach, 1966, Thoenes, 1970) en vele andere celsoorten als onder andere 
cellen van de lever (Essner, 1960, Daems, 1962, Novikoff, 1968), reticulo-
endothehale cellen (Hirsch en Cohn, 1964), epitheliale cellen van het vas 
deferens (Friend en Farquhar, 1967) en schildklier (Smith en Farquhar, 1966) 
In de cellen van de proximale tubulus van de mer van de rat, waarvan bekend 
is dat ZIJ betrokken zijn bij de reabsorptie van eiwitten uit het lumen van de 
tubuli, komen onder normale omstandigheden dergeli jke cytosomale structuren 
voor Door toediening van eiwitten is het mogelijk de vorming van cytosomen 
te stimuleren Met name onderzoekingen van Maunsbach (1966) betreffende 
de opname van EM optisch herkenbare eiwitten als haemoglobme en ferntine 
hebben aangetoond dat deze eiwitten in dergeli jke cytosomen terecht komen 
Ook de resultaten van onderzoekingen waarbij gebruik gemaakt is van ge­
labelde eiwitten (Maunsbach, 1966, Neustem, 1966, Davidson, 1971) en histo-
chemisch aantoonbare eiwitten als peroxidase (Daems, 1964, Graham, 1966, 
Becker, 1967, Friend, 1967, Graham, 1968, Holtzman, 1968, Graham, 1969) 
duidden erop dat de vorming van cytosomen mogelijk te maken heeft met de 
opname van eiwitten Waarschijnli jk spelen hierbij ook "coated vesicles" een 
rol Het voorkomen van "coated vesicles" wordt door vele auteurs in verband 
gebracht met de opname van extracellulair materiaal, en vooral - zoals door 
Roth en Porter (1964) is voorgesteld - met de opname van eiwitten Latere 
onderzoekingen met betrekking tot de opname van eiwitten zoals haemoglo­
bme, ferntine en peroxidase hebben de waarnemingen van Roth en Porter 
bevestigd 
Echter naast een relatie van "coated vesicles" met de oppervlakte membraan 
en de opname van eiwitten, zijn "coated vesicles" ook in verband gebracht met 
elementen van het ER en Golgi systeem ZIJ zijn beschreven als veel voor­
komende elementen m het Golgi gebied vaak m directe verbinding met mem­
branen van het Golgi systeem, dan wel met het Golgi systeem geassocieerde 
membranen Op basis daarvan zijn ZIJ wel beschouwd als vesikels betrokken 
bij het transport van enzymen (Holtzman, 1967) Tot nog toe bestaat er geen 
aanleiding een van beide hypothesen de voorkeur te geven Zo is er weinig 
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bekend omtrent de bewegingsrichting van de vesikels (van of naar het Golgi 
systeem) 
Opvallend m de kippehartfibroblasten is het feit dat ζ g "large coated 
vesicles" worden aangetroffen met alleen in relatie met de oppervlakte mem­
braan doch ook in relatie met membranen van het Golgi systeem of daarmede 
nauw geassocieerde gladwandige membranen Een onderscheid in "small 
coated vesicles" als uitsluitend derivaten van het Golgi systeem en "large 
coated vesicles" als uitsluitend afkomstig van de oppervlakte membraan lijkt 
niet langer houdbaar Hoewel de mogelijkheid bestaat dat de "large coated 
vesicles" vanuit de periferie gemigreerd zijn naar het Golgi gebied en de 
waargenomen beelden zouden kunnen duiden op een fusie van "large coated 
vesicles" met het Golgi systeem lijkt een dergeli jke gang van zaken met waar­
schijnlijk gezien het zeer geringe aantal "large coated vesicles" dat m het 
Golgi gebied voorkomt · 
Met betrekking tot de "cuplike bodies" waarvan eveneens verondersteld is dat 
ZIJ in relatie zouden staan tot de opname van eiwitten (Holtzman, 1968) kan 
worden opgemerkt dat op grond van de verkregen gegevens aan cellen na 
48 uur groei met kan worden uitgemaakt in hoeverre deze "cuplike bodies" 
vanuit de periferie naar het Golgi gebied gemigreerd zijn dan wel hun oor­
sprong vinden m het Golgi systeem 
De grote diversiteit in structuur van de cytosomen in een cel en het feit dat 
men soms cellen aantreft met vooral cytosomen van het type I, soms cellen 
met vooral cytosomen van het type II kan mogelijk verklaard worden op grond 
van een "geschiedenis" van de cytosomen Het is duidelijk dat alleen het 
beeld van de cel na 48 uur groei ons met verder kan helpen bij het schrijven 
van deze geschiedenis Nader onderzoek waarvan de resultaten in hoofdstuk 
4 zijn weergegeven zal moeten uitwijzen welke interrelaties er bestaan tussen 
de verschil lende vormen van cytosomen en m hoeverre er een verband bestaat 
tussen de opname van eiwitten en de vorming van cytosomen Daartoe zuNen 
cellen bestudeerd worden die gedurende kortere en langere t i jd dan 48 uur 
gegroeid hebben in medium met 2 0 % kalfsserum Bovendien zal nagegaan 
worden of er een relatie bestaat tussen het percentage serum m het medium 
en het aantal cytosomen dat gevormd wordt 
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HOOFDSTUK 4 
CYTOSOMEN EN DE OPNAME VAN SERUMEIWITTEN 
4-1 INLEIDING 
De polymorfie van de cytosomen zoals m het vorige hoofdstuk beschreven 
wijst op veranderingen welke vermoedeli jk samenhangen met structurele en/of 
functionele ontwikkeling van deze celmsluitsels Omtrent de wi|ze waarop 
cytosomen zich ontwikkelen zijn de literatuurgegevens echter - vooral wat de 
weefselkweek situatie betreft - onvolledig en ten dele ook controversieel 
In oudere onderzoekingen werd veelal aangenomen dat cytosomen worden 
gevormd uit mitochondnen (Oliver, 1954, Ogawa, 1961, Weissenfels 1962) 
Meer recente publicaties geven aan dat cytosomen ontstaan uit het Golgi 
complex of elementen van het gladde (Seljelid, 1966) of ruwe endoplasmatisch 
reticulum (Weissenfels, 1968) 
Verschil lende auteurs concluderen tot een relatie tussen endocytose van eiwit 
en de vorming van cytosomen (Strauss, 1962, Cohn, 1965, Maunsbach, 1966, 
Creemers, 1971) In dit hoofdstuk zullen de resultaten werden vermeld van 
onderzoekingen naar 
1) Grootte van en aantal cytosomen in relatie tot de concentratie van het serum 
m het kweekmedium (4-3) 
2) De relatie tussen grootte van respectieveli jk aantal cytosomen en de duur 
van de cultuur (4-4-1) 
3) De structuur van de cellen, en met name van de cytosomen, in relatie tot 
de duur van de cultuur (4-4-2) 
4-2 MATERIAAL EN METHODEN 
De onder 1, 2 en 3 genoemde onderzoekingen werden verricht aan cellen die 
op de volgende wijzen werden gekweekt 
1) Primaire explantaten werden vooraf gedurende 48 uur gekweekt in medium 
met 3 % kippeserum *) en de uitgroeiende cellen vervolgens gekweekt in 
media met kalfsserum 
*) Uit voorexperimenten is gebleken dat cellen gegroeid in medium met 3% kippeserum 
geen cytosomen vormen 
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2) Primaire explantaten werden zonder voorafgaande groei direct gekweekt in 
media met kalfsserum 
Beide kweekmethoden werden gebruikt, daar gebleken is dat het - wat de 
vorming van cytosomen onder invloed van kalfsserum b e t r e f t - met onverschil-
lig is of de cellen al dan niet vooraf gegroeid hebben m homoloog serum 
Bovendien was de voorafgaande kweek noodzakelijk voor die onderzoekingen 
waarbij men de structuur van cellen na 6 en 10 uur groei wil bestuderen Im-
mers zoals eerder is beschreven (hoofdstuk 3) zijn bij een directe kweek m 
kalfsserum na 10 uur nog geen cellen uitgegroeid 
4-3 CONCENTRATIE VAN HET KALFSSERUM EN AANTAL RESPECTIEVELIJK 
GROOTTE VAN DE CYTOSOMEN 
Teneinde de relatie tussen concentratie van het kalfsserum en de vorming van 
cytosomen na te gaan werden cellen gedurende 24 uur gekweekt bij verschil-
lende concentraties van het kalfsserum (5, 10, 20 en 40%) Vervolgens werden 
fase-contrast opnamen gemaakt die werden gebruikt voor tell ingen en metin-
gen (200 cellen). 
In f iguur 20 zijn de gemiddelde aantallen cytosomen per cel bij respectieveli jk 
5, 10, 20 en 4 0 % kalfsserum uitgezet Het blijkt dat, naarmate de concentratie 
van het kalfsserum hoger is, een groter aantal cytosomen wordt gevormd 
Voorts blijkt het effect kleiner te zijn indien de cellen vooraf gegroeid hebben 
in medium met 3 % kippeserum (zie blanco kolommen in figuur 20) Overigens 
blijkt er geen eenvoudige relatie te bestaan tussen de concentratie van het 
kalfsserum en het aantal cytosomen dat wordt gevormd 
In figuur 21 a t/m d zijn de verdeling van het aantal cytosomen naar grootte 
in cellen die 24 uur gegroeid hebben in medium met 5, 10, 20 of 4 0 % kalfs-
serum weergegeven Het blijkt dat de gemiddelde grootte van de cytosomen 
toeneemt naarmate de concentratie van het kalfsserum m het kweekmedium 
hoger is Dit geldt zowel voor de cellen die gedurende 48 uur vooraf ge-
groeid hebben in medium met 3% kippeserum als voor de cellen die onmid-
delli jk m medium met kalfsserum hebben gegroeid 
4-4 CYTOSOMEN EN DUUR VAN DE CULTUUR 
4-4-1 HET AANTAL CYTOSOMEN IN RELATIE TOT DE DUUR VAN DE CULTUUR 
Dit onderzoek heeft ten doel na te gaan m hoeverre het optreden van cyto-
somen onder invloed van kalfsserum van blijvende of voorbijgaande aard is. 
Daartoe werden cellen gekweekt in medium met 2 0 % kalfsserum gedurende 
verschil lende ti jden (18, 24, 48, 72 en 96 uur) Vervolgens werden met het 
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Figuur 20: Aantal (gemiddeld) cytosomen per cel nadat de cellen gedurende 24 uur in 
medium met 5, 10, 20 of 40% kalfsserum zijn gekweekt. 
Blanco kolom, na voorafgaande groei in medium met 3% kippeserum. 
Gearceerde kolom: na onmiddellijke uitgroei in medium met 20% kalfsserum. 
Figuur 21: Verdeling van het aantal cytosomen naar grootte bij verschillende concen­
traties kalfsserum (5, 10, 20 of 40%) in cellen die 24 uur zijn gekweekt 
Blanco kolom: na voorafgaande groei in medium met 3% kippeserum 
Gearceerde kolom na onmiddellijke uitgroei in medium met kalfsserum. 
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fase-contrastmicroscoop opnamen gemaakt díe werden gebruikt voor tell ingen 
en metingen (200 cellen). 
In f iguur 22 zijn de uitkomsten weergegeven. De blanco kolommen hebben 
betrekking op cellen die gedurende 48 uur in medium met 3 % kippeserum heb-
ben gegroeid en vervolgens in medium met 20% kalfsserum konden uitgroeien 
Uit de in figuur 22 weergegeven resultaten valt af te leiden dat cellen die voor-
af groeiden in medium met 3% kippeserum steeds minder cytosomen bevatten 
dan de cellen die direct in medium met 2 0 % kalfsserum konden uitgroeien 
Bovendien blijkt dat onder beide groeicondities gedurende de eerste 48 uur 
groei in medium met 2 0 % kalfsserum een toename van het aantal cytosomen 
optreedt. Daarna vinden we een afname van het aantal cytosomen. Hoewel er 
geen metingen zijn verricht aan cytosomen in cellen die gedurende 72 uur ge-
groeid hebben in medium met 20% kalfsserum kan toch wel worden opgemerkt 
dat de afname van het aantal cytosomen gepaard gaat met een afname van de 
grootte. Op grond van deze combinatie van gegevens mag men concluderen 
dat de aanwezigheid van cytosomen in de cellen slechts ti jdeli jk is 
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Figuur 22: Aantal (gemiddeld) cytosomen per cel nadat de cellen gedurende 10, 18, 24, 
48, 72 of 96 uur zíjn gekweekt ín medium met 20% kalfsserum. 
Blanco kolom: na voorafgaande groei in medium met 3% kippeserum. 
Gearceerde koiom: na onmiddellijke uitgroei in medium met 20% kalfsserum. 
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4-4-2 DE MORFOLOGIE VAN CYTOSOMEN IN ONTWIKKELING 
Teneinde de structuur van cytosomen in verschil lende ontwikkelingsfasen te 
kunnen bestuderen werden primaire explantaten gedurende 48 uur vooraf ge-
kweekt m medium met 3 % kippeserum Vervolgens werden de uitgroeiende 
cellen gebracht m een medium met 20% kalfsserum waarin deze cellen ge-
durende 6, 10, 18, 24, 48, 72 of 96 uur verbleven Daarna werden de cellen 
voor electronenmicroscopisch onderzoek gefixeerd en ingesloten 
Resultaten 
De resultaten zijn ter wille van de overzichteli jkheid gedeelteli jk in tabelvorm 
gegeven (zie tabel 3) Cellen die 6 uur hebben gegroeid in medium met 20% 
kalfsserum vertonen vele insluipingen van de oppervlakte membraan Ver-
moedelijk door afsnoermg van deze insluipingen ontstaan "coa ted" en glad-
wandige vesikels (zie pag 30), die in de ectoplasma zone veelvuldig worden 
waargenomen Meerdere malen worden beelden aangetroffen die wijzen op 
een fusie van dergeli jke endocytotische vesikels, zie figuur 23, waarin een 
" large coated vesic le" gefuseerd lijkt met gladwandige blaasjes Dergeli jke 
fusies resulteren in grotere endocytotische blaasjes (endosomen, fig 24) 
Vaak treft men in dergelijke endosomen enkele vesikels aan Deze struc-
turen lijken intermediair tussen endosomen en MVB's die tussen het Golgi 
gebied en de oppervlakte van de cel worden aangetroffen In figuur 25 is een 
dergeli jke structuur afgebeeld waarin enkele vesikels liggen Andere vesikels 
bevinden zich m nauw contact met deze structuren Naarmate deze MVB's 
verder van de oppervlakte van de cel gelegen zijn bevatten zij een meer elec-
tronen-dichte inhoud 
Daarnaast komen in het Golgi gebied structuren voor die intermediair zijn tus-
sen "cuplike bodies" en MVB's De resultaten geven geen aanleiding te ver-
onderstellen dat "cupl ike bodies" direct betrokken zijn bij de opname van 
eiwit en door migratie terecht komen in het Golgi gebied Veeleer wijzen de 
waarnemingen op een deelname van Golgi systeem of membranen van het ER 
aan de vorming van "cupl ike bodies" De aanwezigheid van elementen uit het 
cytoplasma zoals mitochondnen en ribosomen m "cupl ike bodies" en inter-
mediaire structuren doet vermoeden dat deze betrokken zijn bij autofage 
processen 
Onze waarnemingen suggereren daarom het bestaan van 2 typen MVB's die 
waarschijnli jk een verschil lende functie en ontstaanswijze hebben 
1) MVB's I betrokken bij de opname van eiwitten en gevormd doordat vesikels 
intact in endosomen worden opgenomen (fig 26) Niet duidelijk is waar 
deze vesikels vandaan komen 
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Tabel 3 
Insluipingen van de 
oppervlakte membraan 
6/10 u 
Vele, zowel coated als 
gladwandig 
18 u 
Weinig of geen 
Large coated en 
gladwandige vesikels 
Endosomen 









Beide typen talri jk 
Na 10 uur afwezig 
Gering aantal 
2 Typen M V B 1 en II 
Na 6 uur: 
geen cytosomen 
Na 10 uur. 
cytosomen type 1 
Weinig, vooral in de 
buurt van het 
centroplasma 
Weinig ontwikkkeld 
Gering aantal cisternen 
in de buurt waarvan 




Enkele elementen van 
het ruw ER 
luxtanucleair 




(tot 1 μ) 
Afwezig 
Afwezig 
Weinig, indien aanw 
type II 
Veel cytosomen I 
Enkele type II en III 
Idem 
Sterke ontwikkeling 
van het Golgi 




Toename in grootte 







Veel cytosomen II 
Enkele I en III 







van het aantal 
Idem 
Aantal vetdruppels is 
toegenomen 
48 u 




Cytosomen I, II en III 
In sommige cellen 





Geen verdere toename 
Idem 
Toename in grootte 





MVB I en II 
Sterke afname van 
aantal cytosomen 
Met name cytosomen II 
komen weinig meer voor 







Toename in aantal 
en grootte 
(tot 12 μ) 
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2) MVB's II betrokken bij autofagie en gevormd uit "cuplike bodies" waarin 
vesikels worden opgenomen. Ook hier is niet met zekerheid te zeggen 
waar deze vesikels vandaan komen. 
Vele beelden duiden erop dat MVB's I onderling met elkaar in contact kunnen 
treden Zoals eerder is opgemerkt hebben deze MVB's I naarmate ZIJ verder 
van de oppervlakte gelegen zijn een meer electronen-dichte inhoud De 
MVB's II daarentegen hebben ondanks hun ligging bij voorkeur in het Golgi 
gebied een electronen-transparante inhoud waardoor ZIJ zich onderscheiden 
van de MVB's I in dat gebied. 
Nadat de cellen 10 uur gegroeid hebben verschijnen in het cytoplasma cyto-
somen I (zie pag 35) Soms zijn hierin vesikulaire elementen te onder­
scheiden Talrijke beelden pleiten ervoor te veronderstellen dat MVB's I 
t i jdens hun migratie van de periferie naar het gebied rondom het centro-
plasma veranderen in cytosomen I Deze verandering gaat gepaard met een 
afname m grootte, een toenemende dichtheid van de inhoud en waarschijnli jk 
een gedeelteli jk oplossen van de interne vesikulaire elementen Op welke 
wijze dit gebeurt blijft vooralsnog onzeker. Mogeli jk vindt er een dehydratie 
plaats waardoor de inhoud geconcentreerd wordt Vaak worden Golgi vesikels 
waargenomen in de buurt van de cytosomen waarmede ZIJ well icht m contact 
treden In figuur 27 (pijl) is een cytosoom te zien waarin enkele vesikels ter 
grootte van Golgi vesikels aanwezig zijn Naarmate de cultuur langer gegroeid 
heeft verschijnen in de cellen cytosomen II (fig 27 en 28) en in een later 
stadium cytosomen III De onderlinge verhoudingen waarin deze cytosomen 
in de cellen voorkomen naarmate de cultuur ouder wordt duidt op een 
ontwikkeling van cytosomen type I tot cytosomen type II en uiteindelijk 
cytosomen type III. 
->-
Figuur 23 Gedeelte van een cel uit een 6 uur cultuur m medium met 20% kalfsserum 
Men ziet een fusie tussen een "large coated vesicle" en meerdere gladwandige vesikels 
Vergroting 132000 χ 
Figuur 24 Deel van een cel, waarin enkele kleinere en een groot endocytotisch blaasje 
(endosoom) Vergroting 18000 χ 
Figuur 25 Endosoom, waarin vesikels zijn gelegen Een vesikel wordt in nauw contact 
met het endosoom waargenomen Vergroting 34000 χ 
Figuur 26 MVB, waarin vele vesikels zijn gelegen Duidelijk is te zien dat een vesikel 
de membraan penetreert Vergroting 41000 χ 
Figuur 27 Gedeelte van een cel, waarin links onder een deel van de kern zichtbaar is 
Men treft een Golgi veld (G) aan in de buurt waarvan "small coated vesicles" (scv) 
gelegen zijn Verder is een aantal cytosomen II getroffen De pijl ( > ) verwijst naar een 
cytosoom, waarin enkele vesikels voorkomen Vergroting 18000 χ 
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In overeenstemming met een dergelijke ontwikkeling zijn ook de talri jke 
beelden van structuren die intermediair zijn tussen de verschillende typen 
cytosomen De ontwikkeling gaat gepaard met een toename in diameter, een 
verandering in de samenstelling van de inhoud van de cytosomen van fijn 
vlokkig, granulair, tot brokjes dicht gecondenseerd materiaal, vesikels en mem-
braneuze elementen en een afname van de electronen-dichtheid van de in-
houd De toename in diameter zou het gevolg kunnen zijn van fusies tussen 
cytosomen I Meerdere malen werden beelden die een dergelijke fusie sug-
gereren aangetroffen (fig 28, pijl) De veranderingen in de verschijnings-
vorm van de inhoud van de cytosomen suggereren dat digestieve processen 
plaats hebben gevonden en dat de cytosomen wellicht secundaire lysosomen 
zijn of worden Na 72 uur groei van de cultuur komen in de cellen uitsluitend 
cytosomen I voor Waarschijnl i jk hebben we te maken met jonge cytosomen 
die als gevolg van hernieuwde endocytose worden gevormd 
4-5 DISCUSSIE 
De m dit hoofdstuk beschreven experimenten zijn verricht aan cellen uit een 
asynchroon groeiende cultuur, hetgeen inhoudt dat de cellen van de uitgroei 
onderling m leeftijd zullen verschillen Bovend'en geldt voor de culturen 
1) Dat er gedurende de eerste 36 uur geen mitosen worden aangetroffen 
2) Dat gedurende de eerste 36 uur slechts cellen uit het explantaat migreren 
3) Dat het begin van de migratie bij verschil lende concentraties van het serum 
hetzelfde is 
4) Dat de uitgroei door migratie op het 24 uur stadium bij verschillende con-
centraties van het serum gelijk is 
Hoewel de cellen die 24 uur na explantatie gemigreerd zijn, verschillende 
tijden m contact zijn geweest met de verschil lende concentraties serum, heeft 
dit met tot gevolg dat op dit stadium het aantal cytosomen van cel tot cel 
sterk varieert Blijkbaar hebben de cellen voldoende gelegenheid gehad om 
serumeiwitten op te nemen 
Uit de gegevens samengevat in de figuren 20 en 21 valt af te leiden dat het 
"vo lume" van de cytosomen groter is naarmate de concentratie van het serum 
hoger is Voor zover dit "vo lume" een maat is voor de opgenomen hoeveelheid 
serum mag worden geconcludeerd dat de opgenomen hoeveelheid serum toe-
neemt naarmate de concentratie ervan m het kweekmedium stijgt Het is met 
bekend waarop deze relatie berust Wel is uit meerdere onderzoekingen ge-
bleken dat de opname van eiwitten door de cel wordt vooraf gegaan door 
adsorptie van eiwit aan de oppervlakte membraan van de cellen Zo heeft 
Ryser (1962) aangetoond dat er een lineair verband bestaat tussen de mate van 
adsorptie van eiwit aan de oppervlakte en de concentratie eiwit in het kweek-
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Figuur 28; Gedeelte van een cel, waarin cytosomen I (CY I) en cytosomen II (CY II) 
zichtbaar zijn. De pijl ( > ) verwijst naar een fusie tussen cytosomen. 
Vergroting 24000 χ 
medium. Een dergeli jke adsorptie kan aanleiding zijn tot de vorming van ln-
stulpmgen van de oppervlakte waardoor aan de membraan geadsorbeerd eiwit 
wordt opgenomen (endocytose). 
De resultaten van het electronenmicroscopisch onderzoek lijken die van eer­
dere onderzoekingen te bevestigen dat eiwitten door middel van endocytose 
in de cellen worden opgenomen. 
De gegevens samengevat in figuur 22 (zie gearceerde kolom) laten zien dat 
het aantal cytosomen na 48 uur is toegenomen. Hier niet vermelde gegevens 
hebben aangetoond dat ook bij lagere concentraties van het serum het aantal 
cytosomen blijkt te zijn toegenomen - zij het met in die mate als bij 2 0 % kalfs-
serum. De op dit stadium en latere tijdstippen (72 en 96 uur) gevonden aan­
tallen zouden m meerdere of mindere mate mede bepaald kunnen zijn door 
verschillen in delmgssnelheid van de culturen bij verschil lende concentraties 
van het serum. Uit de resultaten van onderzoekingen van Rubm (1971) is nl. 
gebleken dat cellen in vitro een delingssnelheid vertonen welke evenredig zou 
zijn met de concentratie van het serum in het kweekmedium. Hoewel geen 
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onderzoek is gedaan ter beantwoording van de vraag of en in hoeverre de 
mitotische activiteit, zoals na 36 uur wordt waargenomen, varieert m af-
hankelijkheid van de concentratie van het serum, bestaat de indruk dat de 
proliferatieve activiteit van de cellen m de verschillende concentraties van het 
serum weinig of met verschilt en dat we te maken hebben met een delmgsgolf 
na ongeveer 36 uur kweek, waardoor een zekere mate van synchronie in de 
cultuur tot stand komt Deze indruk is gebaseerd op de waarneming dat op het 
stadium 48 uur de meeste cellen m sterke mate cytosomen bezitten In geval 
van grote leeftijdsverschillen zou men een grotere diversiteit in bezetting van 
de cel met cytosomen verwachten Bovendien moet worden opgemerkt dat de 
in dit onderzoek gebruikte concentraties van het serum veel hoger zijn dan die 
welke door Rubm zijn gebruikt Het is daarom zeer wel mogelijk dat de laagste 
in dit onderzoek gebruikte concentratie (5%) meer dan voldoende is voor een 
optimale groei van de cultuur 
Uit de gegevens samengevat m figuur 22 kan ook worden afgeleid dat het 
optreden van cytosomen slechts van tijdelijke aard is Niet alleen het aantal 
neemt af doch ook - hoewel geen metingen hieromtrent zijn vermeld - de 
grootte Zou de afname in aantal nog verklaarbaar zijn op grond van de 
delmgsactiviteit, de afname in grootte wijst erop dat de cellen blijkbaar in staat 
zijn na verloop van tijd het cytosomale materiaal te verwerken 
Het verschil in gedrag tussen cellen die al dan met vooraf gegroeid hebben in 
medium met 3% kippeserum met betrekking tot de vorming van cytosomen 
kan mede in verband staan met verschillen in delmgsactiviteit tussen culturen 
onder beide condities In het geval van onmiddellijke uitgroei in medium met 
20% kalfsserum hebben we op het 24 uur stadium te maken met cellen die 
gemigreerd zijn en pas 24 uur onder in vitro omstandigheden verkeren terwijl 
in het andere geval de cellen m feite reeds 72 uur in vitro leven Deze laatst-
genoemde cellen zijn bovendien mitotisch actief Niettemin kan de waarge-
nomen halvering van het aantal cytosomen zeker met geheel op rekening van 
deling van cellen worden geschreven Immers men zou dan moeten aannemen 
dat alle cellen tussen 48 en 72 uur (24 uur kalfsserum) eenmaal gedeeld heb-
ben en de jonge cellen geen nieuwe cytosomen gevormd hebben Gezien de 
geringe toename in aantal cellen in deze periode is hiervan duidelijk geen 
sprake. 
Waarschijnlijk wordt het verschil in gedrag bepaald doordat cellen na voor-
afgaande groei m medium met 3% kippeserum gemakkelijker in staat zijn het 
aanbod van kalfsserum te verwerken Men kan hierbij denken aan adaptatie 
van de cellen aan de m vitro situatie en de aanmaak van enzymen welke be-
trokken zijn bij de afbraak van de in de cytosomen gesegregeerde eiwitten 
Ook de resultaten van het electronenmicroscopisch onderzoek zijn m over-
eenstemming met de opvatting dat m kippehartfibroblasten intracellulaire 
vertering plaats vindt waarbij verschillende vormen van cytosomen betrokken 
zijn 
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De voortschrijdende veranderingen m vorm van de verschillende structuren 
m de cellen hieden de mogelijkheid tot het opstellen van een hypothese om-
trent de weg waarlangs serum wordt opgenomen In figuur 29 is - als werk-
hypothese voor het ontstaan van cytosomen - onze interpretatie van de E M -
beelden weergegeven De cytosomen ontwikkelen zich uit endocytotische 
vesikels waarmede serum wordt opgenomen in de cel Niet alleen ' large coated 
vesicles" waarvan eerder is beschreven dat ZIJ een speciale rol spelen in het 
transport van eiwitten naar vertermgsvacuolen doch ook gladwandige vesikels 
schijnen hierbij betrokken te zijn 
De door ons waargenomen beelden, die duiden op fusie tussen endocytotische 
vesikels vertonen enige gelijkenis met de door Yamada (1955) en Gabella 
(1971) beschreven "caveolae mtracellularcs" ZIJ blijken hiervan echter 
duidelijk onderscheiden doordat we te maken hebben met een "large coated 
vesicle" waarmede meerdere gladwandige vesikels zijn gefuseerd In het geval 
van "caveolae mtracellulares" staan 'coated vesicles" in contact met een 
tubulaire insluiping van de oppervlakte membraan WIJ menen daarom te 
moeten concluderen dat er sprake is van fusie tussen vrij in het cytoplasma 
voorkomende vesikels Deze fusie processen geven aanleiding tot de vorming 
van endosomen Het kan echter niet geheel uitgesloten worden dat dergelijke 
endosomen ook direct uit grote insluipingen van de oppervlakte membraan 
worden gevormd, ook al hebben wij deze nooit waargenomen 
Onze waarnemingen pleiten voor een overgang van endosomen in MVB's I 
doordat vesikels in de endosomen terecht komen Op grond van de verkregen 
resultaten is het met mogelijk definitief uitspraken te doen omtrent de her-
komst van de vesikels in de MVB's I In de literatuur bestaan verschillende 
hypothesen omtrent de oorsprong van deze vesikels Zo zouden MVB's ont-
staan door penetratie van enzym bevattende Golgi vesikels in vacuolen 
(Novikoff, 1964, Gordon, 1965), door sequestratie van vesikels binnen glad-
wandige ER cisternen (Novikoff, 1966, Holtzman, 1967), door afsnoermg van 
vesikels uit de membraan van MVB s (Merker, 1965, Hicks, 1966, Friend, 1967, 
Biberfeld, 1971), uit "cuplike bodies" (Holtzman, 1968) en met deelname van 
de kernmembraan (Kilarsky, 1970) 
In de kippehartfibroblasten werden geen afdoende argumenten gevonden om 
aan een van de genoemde hypothesen de voorkeur te geven Het lijkt weinig 
waarschijnlijk dat de vesikels afkomstig zijn van het Golgi systeem gezien de 
geringe ontwikkeling van dit systeem na 6 uur groei Aanwijzingen dat MVB's I 
ontstaan door sequestratie, afsnoermg dan wel uit "cuplike bodies" werden 
m het geheel met gevonden Wel zijn er aanwijzingen dat "cuplike bodies" 
betrokken zijn bij de vorming van MVB's type II die vooral voorkomen in het 
Golgi gebied Met name de aanwezigheid van overgangsstructuren tussen 
"cuplike bodies" en MVB's II pleit voor een dergelijke ontstaanswijze 
Op basis van de aanwezigheid van cytoplasmatische elementen en de zich 







Figuur 29: Schematische weer-
gave van de wijze waarop cyto-
somen worden gevormd. 
autofage vacuolen zijn Waarschijnlijk spelen de "cuplike bodies" een belang-
rijke rol m de vorming van autofage vacuolen zoals blijkt uit de aanwezigheid 
van structuren die een overgangsstadium tussen "cuplike bodies" en autofage 
vacuolen suggereren Zowel de MVB's II als de autofage vacuolen, die 
mitochondnen en nbosomen bevatten, worden waarschijnlijk gevormd door 
sequestratie van cytoplasma binnen membranen afkomstig van het Golgi 
systeem dan wel elementen van het glad ER waarbij de "cuplike bodies" gezien 
moeten worden als elementen afkomstig van het Golgi systeem dan wel het 
gladde ER 
Geen aanwijzingen werden gevonden dat "cuplike bodies" zoals Holtzman 
(1967) suggereert, zouden ontstaan aan de oppervlakte membraan en ge-
migreerd zijn naar het Golgi gebied Nooit werden "cuplike bodies" in de 
buurt van de oppervlakte membraan aangetroffen ZIJ lijken m de kippehart-
fibroblasten dan ook met betrokken bij de opname van eiwitten zoals door 
Holtzman (1968) is gesuggereerd 
Onze waarnemingen steunen de opvatting dat MVB's I een begin stadium zijn 
m de ontwikkeling van cytosomen ZIJ gaan geleidelijk over m cytosomen I 
waarbij de inhoud van de MVB's I steeds electronen-dichter wordt De cyto-
somen type I vertonen veel overeenkomst met de in de literatuur beschreven 
"dense bodies" waarvan algemeen wordt aangenomen dat ZIJ emdstadia zijn 
van fagocytose vacuolen, waarin digestieve processen hebben plaats ge-
vonden (Farquhar, 1961, Gordon, 1965) De resultaten van dit onderzoek geven 
meer aanleiding te veronderstellen dat cytosomen l pas aan het begin staan 
van de ontwikkeling van digestieve vacuolen 
Op basis van dit morfologisch onderzoek is het niet mogelijk vast te stellen 
welke structuren m feite in aanmerking komen voor de benaming digestieve 
vacuolen Zijn het de MVB's I die na 6 uur groei worden aangetroffen of be-
horen de cytosomen type I ertoe? Het is ook mogelijk dat eerst in een later 
stadium van ontwikkeling (cytosomen II en III) sprake is van digestieve 
vacuolen, hetgeen inhoudt dat er zowel te verteren materiaal als verterings-
enzymen aanwezig zijn In hoofdstuk 8 zal nader op deze kwestie ingegaan 
worden 
Vooralsnog kunnen wij concluderen dat er morfologische aanwijzingen zijn dat 
de cytosomen zich ontwikkelen vanuit endocytotische vesikels via endosomen 
en MVB's tot cytosomen I, II en III Overigens willen WIJ er met nadruk op 
wijzen dat er geen eenvoudige relatie bestaat tussen de aantallen "large 
coated vesicles" (en endosomen, MVB's I) en cytosomen I of tussen cytoso-
men I en cytosomen II (vergelijk pag 65) De hierboven genoemde werk-
hypothese zal nader worden getoetst door cellen te kweken in aanwezigheid 
van "tracers" die electronenmicroscopisch zichtbaar zijn Hiertoe zullen 
Thorotrast en ferritme worden gebruikt 
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HOOFDSTUK 5 
DE VORMING VAN CYTOSOMEN 
5-1 INLEIDING 
De in het vorige hoofdstuk beschreven resultaten steunen in sterke mate de 
opvatting dat in gekweekte kippehartfibroblasten de endocytotische opname 
van serumeiwitten ten grondslag ligt aan de vorming van cytosomen. 
In dit hoofdstuk zullen de proeven beschreven worden, waarbij met behulp van 
markeringsstoffen werd getracht de weg, waarlangs serumeiwitten worden 
opgenomen, vast te stellen Verschil lende markeringsstoffen zoals ferritme, 
Thorotrast en Peroxydase, zijn voor dergelijke doeleinden gebruikt (Farquhar, 
I960; Brandt, 1960; Favard, 1964; Stockem, 1967). 
Voor onze proefopstell ing werden ferritme en Thorotrast gekozen. Het gebruik 
van ferrit ine heeft het voordeel dat het ook een eiwit is en dat daarom de 
opname ervan wellicht beter te vergelijken is met die van serumeiwitten. Het 
Thorotrast is echter op grond van zijn sterk electronen-strooiend vermogen 
nog beter herkenbaar en lijkt daarom zelfs bijzonder geschikt voor het ver-
volgen van de eerste fasen van de opname. 
5-2 ONDERZOEKINGEN MET THOROTRAST 
Aan de uitgegroeide kippehartfibroblasten werd, 48 uur nadat de primaire 
explantaten in een medium met 3% kippeserum waren geplaatst, nieuw medium 
aangeboden bestaande uit 20% kalfsserum, waaraan toegevoegd 0,06% 
Thorotrast. Hierin verbleven de cellen gedurende 6, 10, 18, 24, 48, 72 of 96 uur 
alvorens zij voor electronenmicroscopisch onderzoek werden gefixeerd en 
verder verwerkt. 
Na 6 uur worden Thorotrast partikels aangetroffen in contact met het cel-
oppervlak en in insluipingen daarvan. In het laatste geval zijn de partikels 
gelegen in een amorf, matig electronen-dicht materiaal, waardoor het lijkt alsof 
de celmembraan alleen ter plaatse met een "extraneous coat" is bedekt. Soms 
ook is de membraan van de insluipingen aan de cytoplasmatische zijde voor-
zien van radiair uitstralende filamenten. Meestal echter ontbreken dergeli|ke 
filamenten en zijn de insluipingen gladwandig. 
In tegenstelling tot cellen, die m een medium met 20% kalfsserum zonder 
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Figuur 30: Gedeelte van een cel uit een 6 uur cultuur in medium met 2 0 % kalfsserum 
en 0.06% Thorotrast Perifeer komen meerdere gladwandige veslkels voor, waarin 
Thorotrast partikels Eveneens zijn fusies tussen gladwandige vesikels zichtbaar. 
Vergrot ing 89000 χ 
Figuur 31 : Gedeelte van een cel uit een 6 uur cultuur. Vele MVB's komen voor Duidelijk 
is te zien dat deze MVB's een verschil lende inhoud bezitten Vergroting 25000 χ 
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Thorotrast hebben gegroeid, komen nu in de cellen veel meer gladwandige 
vesikels voor (fig 30) Uit de preferente localisatie van Thorotrast partikels 
m deze gladwandige vesikels en de relatie van deze structuren met de plas­
mamembraan kan worden afgeleid dat Thorotrast partikels langs de weg van 
endocytose worden opgenomen Slechts een enkele maal treft men Thorotrast 
aan in "large coated vesicles" Ook komt Thorotrast voor m de endosomen 
Het frequente voorkomen van kleine gladwandige vesikels en op fusie wijzende 
beelden van dergeli jke vesikels pleiten ervoor dat het Thorotrast bij voorkeur 
langs deze weg m de endosomen terecht komt Toch is niet geheel uitgesloten 
dat deze endosomen mede door een insluiping ineens van grotere delen van 
de oppervlakte membraan ontstaan 
Naast de reeds genoemde structuren komen op dit 6 uur stadium een groot 
aantal multivesikulaire lichaampjes van het type I (MVB s I) voor, waarin even­
eens Thorotrast partikels In vergeli jking met cellen gegroeid in medium met 
2 0 % kalfsserum zonder Thorotrast is hier het aantal MVB's I aanzienlijk hoger 
(fig 31) De meeste Thorotrast partikels liggen vrij in de matrix van de 
MVB s (fig 32) Op grond van de frequentie waarmede fuserende en-
docytotische vesikels worden gevonden, is het duidelijk dat een gedeelte 
van het Thorotrast langs deze weg vrij in de MVB's terecht komt Opmerkeli jk 
is echter dat men ook Thorotrast partikels aantreft in binnen het M V B gelegen 
vesikels (fig 33) Blijkbaar kunnen deze vesikels, die uiteraard ook van 
endocytotische oorsprong zijn, de membraan van de endosomen passeren 
zonder dat hun membranen fuseren Het is mogelijk dat een gedeelte van de 
vrij in de MVB's gelegen Thorotrast partikels aanvankelijk eveneens in der­
gelijke kleine vesikels zijn binnengekomen en eerst secundair zijn vri jgekomen 
Nooit werden Thorotrast partikels op het 6 uur stadium vrij in het cytoplasma 
aangetroffen Ook de cisternen van het Golgi complex en de op dit stadium 
nog spaarzame rER cisternen nemen geen Thorotrast partikels op 
De Thorotrast bevattende MVB's blijken na 10 uur nog slechts bij uitzondering 
te worden aangetroffen Het Thorotrast komt nu vooral voor in organellen be­
horend tot de categorie cytosomen I In figuur 34 a/b worden de percentages, 
waarin de cytosomen na verschillende tijden groei van de cellen in medium 
met 2 0 % kalfsserum en Thorotrast voorkomen vergeleken met die in cellen 
-> 
Figuur 32 MVB s I, waarin vele Thorotrast partikels vrij m de matrix zijn gelegen 
Vergroting 27000 χ 
Figuur 33 MVB I De pijl ( > ) verwijst naar een vesikel met Thorotrast in het MVB 
Vergroting 95000 χ 
Figuur 35 Gedeelte van een cel met centroplasma in de buurt waarvan een aantal 
cytosomen I voorkomt Deze bevatten Thorotrast De pijl ( > ) verwijst naar een cyto-
soom I met vesikels (10 uur cultuur) Duidelijk zijn ook uitstulpmgen van de membranen 




Figuur 34 a; Percentage, waar-
in de verschillende cytosomen 
in culturen van verschillende 
leeftijd voorkomen nadat de 
cellen in medium met 20% 
kalfsserum hebben gegroeid. 
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Figuur 34 b: Idem als 34 a, 
echter met Thorotrast. 
34b 
Cyt.I Cyt.II Cyt. Ill 
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na groei in medium zonder Thorotrast. Het percentage cytosomen II is hoger 
dan dat in cellen welke in medium met uitsluitend kalfsserum hebben gegroeid. 
Voorts is gebleken dat ook het aantal cytosomen I groter is in cellen welke 
hebben gegroeid in medium met Thorotrast. 
De cytosomen I liggen steeds in de buurt van het centroplasma (fig. 35). 
Soms kan men in deze cytosomen I vesikulaire en/of electronen-dichte 
granulaire elementen onderscheiden. Als gevolg van de zeer dichte matrix 
van de cytosomen I is het soms moeilijk om uit te maken of Thorotrast zich al 
dan met in vesikels bevindt. De meeste beelden wijzen uit dat het Thorotrast 
niet in vesikels voorkomt. In vergelijking met cellen die in medium met 20% 
kalfsserum doch zonder Thorotrast hebben gegroeid, is de situatie in zoverre 
anders dat men nu ook cytosomen II aantreft, waarin eveneens Thorotrast 
partikels. 
Na een 14 tot 18 uur durend aanbod komen jonge vormen (van 6 uur) niet 
meer voor, hetgeen erop wijst dat de cellen slechts gedurende een korte tijd 
endocytotisch actief zijn. Het Thorotrast komt voor in een heteromorfe groep 
van celelementen, te weten: cytosomen I, cytosomen II en cytosomen III. Zo-
als in figuur 36 is te zien ligt het Thorotrast veelal vrij in de cytosomen, soms 
echter komen de Thorotrast partikels nog in vesikels voor. In vergelijking met 
het 10 uur stadium zien we een toename van de grootte van de cytosomen 
en een toename van het aantal Thorotrast partikels per cytosoom. Deze volume 
toename is waarschijnlijk een gevolg van fusie tussen cytosomen I. Voorts 
zien we ook een toename m grootte van de cytosomen II. Dit gaat gepaard 
met een sterke vermindering van het electronen-strooiend vermogen van de 
matrix. Mogelijk is deze volume toename een gevolg van wateropname doordat 
osmotische veranderingen tijdens de vertering in de cytosomen optreden. In 
verband met deze volume toename is het verklaarbaar dat men tussen cyto-
somen I en II geen verschillen in aantal Thorotrast partikels per cytosoom, 
en dus een afname van het aantal per oppervlakte eenheid constateert. Ook 
komt Thorotrast voor in "cuplike bodies" en MVB's II, die bij voorkeur in de 
buurt van het centroplasma zijn gelegen. 
Na 24 uur en 48 uur incubatie komen Thorotrast partikels in dezelfde elementen 
voor als op het 18 uur stadium. Wel blijken de verhoudingen tussen de aan-
tallen cytosomen I, II en III op genoemde stadia te zijn veranderd; e.e.a. is 
weergegeven in figuur 34b. 
Ook na 24 uur blijkt het aantal Thorotrast partikels per oppervlakte eenheid in 
de cytosomen niet toegenomen (fig. 37). In vergelijking met de cytosomen 
m de cellen die in medium met 20% kalfsserum zonder Thorotrast hebben 
gegroeid, blijkt de gemiddelde diameter van de cytosomen II en III groter te 
zijn. Zij variëren van 0,6 tot 4 μ (zonder Thorotrast) respectievelijk 2 tot 5 μ. 
Na 48 uur blijkt het aantal cytosomen nog verder toegenomen. Met name 
komen nu weer cytosomen I voor, waarbij het opvalt dat deze meer Thorotrast 
partikels bevatten dan de cytosomen I in de cellen op het 10, 18 en 24 uur 
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stadium. Waarschijnli jk hebben we te maken met een nieuwe golf van vorming 
van cytosomen. Bovendien blijken ook de andere typen cytosomen per opper­
vlakte eenheid meer Thorotrast te bevatten (vergelijk f ig. 37 en 38). Op­
vallend is dat in de cytosomen II, waarvan de inhoud gedeeltelijk electronen-
transparant is (fig. 38), het Thorotrast in die gedeelten van het cytosoom 
voorkomt waar electronen-dichte vesikels of partikels gelegen zijn. Na 48 uur 
blijken in de cellen meer "cuplike bodies" aanwezig dan daarvoor. Ook treft 
men structuren aan welke duiden op autofage (f ig. 39). 
De in figuur 39 afgebeelde structuren suggereren sterk dat "cuplike bodies" 
betrokken zijn bij de vorming van dergeli jke autofage vacuolen. Naast elkaar 
komen U-vormig gebogen structuren en geheel gesloten structuren voor welke 
een deel van het cytoplasma van de rest afscheiden. Ook m deze "cupl ike 
bodies" komen Thorotrast partikels voor (f ig. 39). Deze Thorotrast partikels 
zijn met gelegen in het door de "cuplike bodies" omsloten cytoplasma doch 
liggen binnen de membranen van het "cuplike body". 
Na 72 uur treft men Thorotrast in de verschillende typen cytosomen aan maar 
na 96 uur komen in de cellen nog slechts cytosomen I voor, waarin vele 
Thorotrast partikels liggen. Daarnaast treft men in sterke mate Thorotrast 
aan in grote vacuolen (fig. 40) Zulke grote vacuolen werden met aange­
troffen in de cellen die gedurende 96 uur in medium met uitsluitend 2 0 % kalfs-
serum hebben gegroeid. In tegenstelling tot de voorafgaande stadia komen 
Thorotrast partikels nu ook wel vrij in het cytoplasma voor. Waarschijnli jk is 
dit een gevolg van de dichte bezetting van de vacuolen met Thorotrast waar­
door bij het maken van dunne coupes Thorotrast partikels worden verplaatst. 
5-3 ONDERZOEKINGEN MET FERRITINE 
Cellen werden gedurende 48 uur gekweekt m medium met 3 % kippeserum 
en vervolgens gebracht m medium met 2 0 % kalfsserum, waaraan toegevoegd 
0,05% ferritme Hierin groeiden de cellen gedurende 6, 10, 18, 48, 72 of 96 uur, 
waarna zij werden gefixeerd en verder verwerkt voor electronenmicroscopisch 
onderzoek. 
Na 6 uur groei vertonen de cellen endocytose m de vorm van insluipingen 
van de oppervlakte membraan waarbij deze ter plaatse is verdikt en voorzien 
van naar het cytoplasma uitstralende filamenten Ter plaatse van de mstul-
-<-
Figuur 36: Deel van een cel uit een 14 uur cultuur. Er komen cytosomen I en II voor 
Thorotrast is gelegen in een vesikel ( > ) dat in een cytosoom II voorkomt. Duidelijk is 
het verschil in diameter tussen cytosomen I en II te zien Ook de afname in electronen-
dichtheid van de inhoud is opvallend. Vergroting 28000 χ 
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pingen zijn f e m t i n e moleculen aan de membraan gehecht. Eveneens komt 
ferntine voor in "large coated vesicles". Ongeveer de helft hiervan bevat 
femtine Het aantal partikels in de "large coated vesicles" varieert van 2 tot 8. 
Naast "large coated vesicles" komen ook gladwandige vesikels voor. In tegen­
stelling tot het Thorotrast blijkt het ferntine slechts een enkele maal middels 
gladwandigo vesikels te worden opgenomen Het aantal gladwandige vesikels 
is dan ook veel geringer dan bij Thorotrast en komt overeen met dat in cellen 
gegroeid in medium met uitsluitend 2 0 % kalfsserum. 
Ferntine treft men verder ook aan m endosomen. Er werden geen aanwijzingen 
gevonden dat deze zouden ontstaan middels een mechanisme als door 
Biberfeld (1971) beschreven, waarbij de uiteinden van in eikaars buurt ge­
legen cytoplasma uitlopers met elkaar samenvloeien Beelden worden aan­
getroffen die duiden op fusie tussen "coated vesicles" en gladwandige 
vesikels waardoor endosomen worden gevormd 
Daarnaast komt fernt ine op dit stadium voor m MVB's I Het ferntine ligt vri j 
in de inhoud en niet in vesikels Het aantal MVB's komt overeen met dat m 
cellen gegroeid in medium met 2 0 % kalfsserum en is vergeleken met de 
overeenkomstige "Thorotrast-maten" aanzienlijk minder. 
Na 10 uur wordt fernt ine aangetroffen m de cytosomen I die op dit stadium in 
de cel verschijnen. 
Na 18 uur zijn de fernt ine partikels gelegen m cytosomen I en eveneens in 
cytosomen II en III. 
Na 48 uur wordt fernt ine in dezelfde elementen aangetroffen als na 18 uur. 
In vergelijking met de cellen die gegroeid hebben in medium met Thorotrast 
blijkt de inhoud van de cytosomen minder electronen-dicht Bovendien is het 
aantal cytosomen geringer en dit komt overeen met het aantal m cellen die 
gegroeid hebben in medium met 2 0 % kalfsserum. 
Na 96 uur komt het ferntine voornamelijk voor m vacuolen (fig 41). Met 
uitzondering van de grote hoeveelheid ferntine blijkt de inhoud van deze 
vacuolen transparant. Daarnaast treft men ferntine aan in de cytosomen I die 
op dit stadium nog in de cel voorkomen Cytosomen II en III worden in de 
cellen nu met meer aangetroffen. 
Vergroting 34000 χ 
Figuur 38 Gedeelte van een cel uit een 48 uur cultuur Naast cytosomen II komen enkele 
cytosomen I voor. Opmerkelijk is de toename in bezetting van de cytosomen met 
Thorotrast Vergroting 18000 χ 
Figuur 39 Centroplasma gebied met "cuplike bodies" ( > ) en een structuur welke een 
overgangsstadium lijkt te zijn tussen "cuphke body" en MVB II ( > ) Bovendien komt 






Gebruik van "tracers" voor het vaststellen van de route waarlangs serum-
eiwitten worden opgenomen 
Ten einde de route van de serumeiwitten te onderzoeken kunnen verschillende 
stoffen worden gebruikt die, toegevoegd aan het extracellulaire milieu, ook na 
opname in de cel nog herkenbaar zijn Hiervoor komen in aanmerking vitale 
kleurstoffen, enzymen, radioactieve stoffen en - speciaal voor de electronen-
microscopie - stoffen met een sterk electronen-strooiend vermogen zoals 
ferritme, haemoglobine en Thorotrast 
Verschil lende auteurs (Schumaker, 1958, Brandt, 1958, Chapman-Andresen, 
1962, Brandt en Pappas, 1962) hebben bij amoeben gevonden dat bepaalde 
stoffen aan het oppervlak van de cel worden geadsorbeerd en vervolgens 
opgenomen 
BIJ het gebruik van bovengenoemde "tracers" zal men met deze complicerende 
omstandigheid rekening moeten houden Ook moet men erop bedacht zijn dat 
verplaatsing van dergeli jke stoffen als gevolg van de histologische behande­
ling kan optreden 
Hechting aan het celoppervlak 
a) Thorotrast 
Het Thorotrast hecht zich bij de kippehartfibroblasten slechts plaatselijk en 
met langs het gehele oppervlak van de cel zoals bij amoeben (Brandt, 1960) 
Kippehartfibroblasten zijn met zoals amoeben voorzien van een duidelijk ont­
wikkelde "extraneous coat" Brandt (1960) heeft aangetoond dat deze 
'extraneous coat" bij amoeben vele negatief geladen groepen bevat en daar­
om in staat is tot de binding van positief geladen Thorotrast partikels 
De aan het oppervlak van de cel gehechte Thorotrast partikels geven aan­
leiding tot de vorming van membraan invagmaties en vesikels waarbij in­
dividuele en geaggregeerde partikels eenzelfde effect sorteren Het feit dat in 
geval van Thorotrast het aantal gladde vesikels sterk is toegenomen maakt 
duideli jk dat we te maken hebben met een eigen wijze van opname van 
Thorotrast Dit kan begrepen worden vanuit het feit dat Thorotrast partikels 
in tegenstell ing tot serumeiwitten positief geladen zijn In minder dan 5 % van 
Figuur 40 Gedeelte van een cel uit een 96 uur cultuur m medium met 20% kalfsserum 
en Thorotrast Vacuolen met zeer veel Thorotrast partikels Vergroting 50000 χ 
Figuur 41 Cel uit een 96 uur cultuur in medium met 20% kalfsserum en 0 05% ferritme 
Vacuolen met zeer veel ferritme partikels worden aangetroffen Vergroting 35000 χ 
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de "coated vesicles" komt Thorotrast voor, hetgeen duidelijk maakt dat langs 
deze weg niet een belangrijke opname van Thorotrast plaats vindt Voor zover 
in "coated vesicles" aanwezig zal het er "passief" in terecht gekomen zijn 
(Munch, 1970), dat wil zeggen meegenomen in door serumeiwitten geïnduceer-
de vesikels 
Wel dient te worden opgemerkt dat het in dit onderzoek gebruikte Thorotrast 
is gestabil iseerd met dextrine Het is echter nauwelijks waarschijnli jk dat het 
dextrine verantwoordeli jk is voor de vorming van gladde vesikels zodat we te 
maken zouden hebben met een dextrine effect Uit een groot aantal studies is 
nl gebleken dat suikers geen aanleiding geven tot endocytose 
b) femtine 
Het femt ine blijkt in hoofdzaak via "coated vesic les" te worden opgenomen 
Dit is in overeenstemming met bevindingen van Roth en Porter (1964), Friend 
(1967) en Zacks (1969) en maakt duidelijk dat "coated vesic les" specifiek 
betrokken zijn bij de opname van eiwitten 
De adsorptie van ferntme aan het celoppervlak van de kippehartfibroblasten m 
kweek gaat gepaard met veranderingen in de structuur van de betreffende 
gedeelten van het oppervlak Een en ander overeenkomstig als door Fawcett 
(1964) bij erythroblasten is beschreven De plaatsen waar femt ine wordt ge-
hecht zijn gekenmerkt door een "hypert rof ie" van de glycocalyx, die elders 
aan het oppervlak niet duidelijk is te herkennen Dergeli jke focale verande-
ringen weerspiegelen de capaciteit van de cellen om via moleculaire ver-
anderingen gedeelten van het celoppervlak te modificerer. 
Intracellulaire route van Thorotrast en fernt ne 
De resultaten van de experimenten met Thorotrast en ferntme tonen aan dat 
hun intracellulaire route bestaat uit endocytotische vesikels, endosomen, 
MVB's, cytosomen I, cytosomen II, cytosomen III en restlichamen Dit stemt 
in hoofdli jnen overeen met bevindingen bij andere celtypen omtrent passage 
van stoffen naar het vacuolaire apparaat Dit vacuolaire apparaat is door de 
Duve m 1967 gedefinieerd en is betrokken bij de opname en vertering van 
stoffen Toch zijn er m details duidelijke verschillen tussen onze bevindingen 
bij kippehartfibroblasten en hetgeen hieromtrent voor andere celtypen is be-
schreven 
De vele fusies tussen gladwandige vesikels en "coated vesicles" dan wel 
gladwandige vesikels onderling duiden op het ontstaan van endosomen langs 
deze weg Er werden bij de kippehartfibroblasten geen aanwijzingen gevonden 
dat deze endosomen direct uit de oppervlakte membraan ontstaan hetgeen 
wel het geval is bij andere celtypen zoals onder andere amoeben en macro-
fagen (Chapman-Andresen, 1960, Cohn, 1965, Seljelid, 1967) 
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Verschil lende auteurs menen dat elementen van het Golgi systeem kunnen 
fuseren met endosomen (Gordon, 1965; Hirsch, Fedorko en Cohn, 1968) BIJ 
de kippehartf ibroblasten werden fusies tussen elementen van het Golgi 
systeem en endosomen nooit waargenomen 
Het Golgi systeem wordt ook m verband gebracht met de vorming van MVB's 
(zie ook hoofdstuk 4). Volgens Friend (1967) zouden vesikels afkomstig van 
het Golgi systeem enzymen overbrengen naar de endosomen HIJ beschouwde 
MVB's dan ook als vertermgsvacuolen 
BIJ de kippehartfibroblasten blijken Golgi vesikels met betrokken bij de vor-
ming van MVB's I. Zoals later zal blijken (hoofdstuk 8), werd in de MVB's I 
nooit zure fosfatase activiteit gevonden Om die reden lijkt het weinig waar-
schijnlijk dat we te maken zouden hebben met vertermgsvacuolen. Ook treden 
de MVB's I bij de kippehartfibroblasten reeds m een vroeg stadium van de 
ontwikkeling van cytosomen op, en wel op een moment dat het Golgi systeem 
nog slechts gering is ontwikkeld, hetgeen opnieuw erop wijst dat het Golgi 
systeem met betrokken is bij de vorming van MVB's I. Bovendien hebben we 
gevonden dat vesikels in de MVB's I van endocytotische oorsprong zijn. Uit 
deze afwijkende bevindingen blijkt dat structurele overeenkomsten met be-
hoeven te wijzen op een identieke vormmgswijze. 
Over de intracellulare route van de serumeiwitten. 
Het feit dat Thorotrast selectief in gladwandige vesikels wordt opgenomen 
maakt duidelijk dat de eerste fase van opname ervan anders is dan die van 
de serumeiwitten. 
De resultaten met ferritme komen in grote lijnen overeen met de waarnemingen 
bij kalfsserum Deze overeenkomst betreft 
1) De vorming van "coated vesicles". 
2) De fusie tussen "coa ted" en gladwandige vesikels en de vorming daardoor 
van endosomen. 
3) De vorming van MVB's I, cytosomen I, cytosomen II en cytosomen III. 
Dit rechtvaardigt de conclusie dat serumeiwitten en ferritme langs dezelfde 
weg worden opgenomen. 
W I J hebben geconstateerd dat ferritme partikels aan de oppervlakte van de cel 
worden geadsorbeerd. Eveneens is duidelijk dat ter plaatse van de hechting 
invagmaties van de membraan optreden. Dit kan erop duiden dat ferritme in 
overeenstemming met de bevindingen van meerdere auteurs (Bessis, 1957; 
Caulf ield, 1963; Maunsbach, 1966, Ryser, 1968) zelf endocytose inducerend 
werkzaam is en "act ief" wordt opgenomen. Het feit echter dat resultaten van 
hier overigens met beschreven experimenten hebben laten zien dat de aan-
wezigheid van ferritme (10 mg/ml) m het kweekmedium met 5 % kalfsserum 
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geen invloed heeft op het aantal cytosomen is moeili jk te verklaren op basis 
van een uitsluitend "act ieve" opname van ferritme 
In de literatuur zijn er ook aanwijzingen dat ferritme "passief" endocytotisch 
kan worden opgenomen Met name geldt dit in die gevallen dat ferritme in 
aanwezigheid van andere eiwitten zoals serumalbumme wordt toegediend Zo 
vond Ryser in 1962 bij tumorcellen m kweek dat een verhoging van de con-
centratie albumine een stijging van de opgenomen hoeveelheid ferritme te 
zien geeft, hetgeen suggereert dat geadsorbeerd ferritme wordt opgenomen 
als gevolg van endocytotische activiteit onder invloed van het serumalbumme 
Gabathuler (1967) suggereert dat bij geli jkti jdige toediening van ferritme en 
serumalbumme aan tumorcellen in kweek beide eiwitten m associatie worden 
opgenomen Ook m onze proefopstell ing worden beide eiwitten tegeli jkerti jd 
aan de kippehartfibroblasten aangeboden Het is heel wel mogelijk dat ferritme 
gehecht aan de oppervlakte membraan in door serumeiwitten geïnduceerde 
vesikels wordt opgenomen 
Het is met waarschijnli jk dat ferritme alleen tezamen met een hoeveelheid 
kweekmedium in door serumeiwitten geïnduceerde vesikels wordt opgenomen 
Een globale berekening *) leert dat m dat geval ongeveer 1 ferritme molecuul 
per vesikel zal voorkomen Dit is veel minder dan uit onze waarnemingen 
blijkt 
Samenvattend mogen we concluderen dat de verkregen resultaten onze 
hypothese omtrent de wijze waarop cytosomen worden gevormd bevestigen 
Nieuwe argumenten zijn aangevoerd voor de opvatting dat er een relatie 
tussen endocytose en de vorming van cytosomen bestaat waarbij met name 
de concentratie van het serum van invloed is op de vorming 
Reeds eerder is opgemerkt dat de vorming van cytosomen met alleen af-
hankelijk zou zijn van de concentratie van het serum m het kweekmedium doch 
ook van de herkomst ervan 
In hoofdstuk 6 zal nagegaan worden welke invloed de aard van het serum 
heeft Daartoe zullen cellen gekweekt worden m medium met kippeserum Dit 
kippeserum werd gekozen omdat reeds gebleken is dat lage percentages (tot 
3%) de vorming van cytosomen met oproepen Bovendien hebben we m geval 
van kippeserum te maken met voor de cellen soorteigen eiwitten, waardoor 
een vergeli jking met het soortvreemde kalfsserum mogelijk is 
*) De inhoud van een 'large coated vesicle" bedraagt globaal 17,6 χ IO8 A3 
1 cc medium = IO*1 A' 
Perec kweekmedium zijn aanwezig 0 5 mg ferritme = 6 χ ΙΟ14 moleculen (MG ferritme 
465000) 
Per volume van 1 "large coated vesicle" is dan aanwezig 
17 6 χ 108 „ , . . . 
.„«.ι χ 6 χ IO14 = 1 molecuul ferritme 
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HOOFDSTUK 6 
INVLOED VAN DE AARD VAN HET SERUM 
OP DE VORMING VAN CYTOSOMEN 
6-1 INLEIDING 
Uit het voorgaande is duidelijk geworden dat gekweekte kippehartfibroblasten 
in afhankelijkheid van de concentratie kalfsserum meer of minder cytosomen 
vormen Reeds eerder is opgemerkt (pag 13) dat de vorming van cytosomen 
met alleen afhankelijk zou zijn van de concentratie doch ook van de aard van 
het serum (Weissenfels, 1962) 
Tot nog toe hebben we de invloed van een heteroloog serum op de vorming 
van cytosomen bestudeerd, maar ook is reeds gebleken dat een medium met 
3 % kippeserum de cellen met aanzet tot de vorming van cytosomen Dit zou 
erop kunnen duiden dat homoloog serum of wel in het geheel met in de cellen 
wordt opgenomen of wel m mindere mate de vorming van cytosomen oproept 
Bevindingen van Jancso (1954) die jonge ratten subcutaan homologe en 
heterologe sera (paarde- en konijneserum) toediende, suggereren echter dat 
histiocyten soorteigen en soortvreemde serumeiwitten met dezelfde bereidheid 
opnemen 
In dit onderzoek zal daarom de invloed van kippeserum (homoloog) op de vor-
ming van cytosomen worden nagegaan ter beantwoording van de volgende 
vragen· 
1) Vindt onder invloed van hogere concentraties kippeserum vorming van 
cytosomen plaats? 
2) Wordt eiwit van kippeserum in dezelfde mate als eiwit van kalfsserum op-
genomen? 
3) Is er een onderscheid in bereidheid van de cellen om kippe- en kalfsserum 
te metaboliseren? 
6-2 LICHTMICROSCOPISCH ONDERZOEK 
6-2-1 MATERIAAL EN METHODEN 
Voor dit onderzoek werden cellen vooraf gedurende 48 uur gekweekt in 
medium met 3 % kippeserum en vervolgens gebracht in een medium met 20% 
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kippeserum, waarin de cellen gedurende 24, 48, 72 of 96 uur groeiden. 
Ook werden cellen, na voorafgaande groei in medium met 3 % kippeserum 
gedurende 24 uur verder gekweekt in medium met 5, 10, 20 of 4 0 % kippe­
serum. 
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Figuur 42: Aantal (gemiddeld) cytosomen 
per cel na voorafgaande groei van de 
cellen in medium met 3% kippeserum en 
vervolgens 24 uur groei m een medium 
met 20% kippeserum. 
Figuur 43· Verdeling van het aantal cyto-
somen naar grootte in cellen gegroeid 
zoals in figuur 42 beschreven 
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6-2-2 RESULTATEN 
In hoofdstuk 4 is reeds opgemerkt dat cellen in een medium met 3 % kippe-
serum geen cytosomen vormen Het blijkt nu dat hogere percentages serum 
wel de vorming van cytosomen oproepen Ook treft men in de cellen dezelfde 
elementen aan als beschreven voor cellen die m medium met kalfsserum heb­
ben gegroeid 
Uit de resultaten samengevat in figuur 42 blijkt dat het gemiddeld aantal cyto­
somen per cel toeneemt naarmate de concentratie kippeserum in het medium 
hoger is 
Wel bli jkt dit aantal geringer te zijn dan m de cellen die in overeenkomstige 
concentraties kalfsserum hebben gegroeid (vergelijk fig 20) Bovendien 
blijken ZIJ met kippeserum gemiddeld kleiner te zijn (vergelijk fig 43 en 21) 
De verschil len m effect tussen beide sera komen in de loop van enkele 
dagen groei van de cellen nog duideli jker tot uiting In homoloog serum ver­
dwijnen de cytosomen tussen 48 en 72 uur nagenoeg geheel uit de cellen 
Reeds op het stadium 48 uur blijkt het aantal cytosomen en de grootte ervan 
in vergeli jking met het 24 uur stadium te zijn afgenomen (vergelijk fig 44 en 
46) 
Zeer opvallend is ook het verschil in gedrag waar het de vorming van vet-
druppels betreft Onder invloed van 2 0 % kippeserum blijken de cellen reeds 
op het 24 uur stadium vele vetdruppels te bevatten (vergelijk fig 45 en 46) 
Deze vervetting komt met alleen tot uiting in het aantal maar vooral ook in de 
grootte van de vetdruppels Deze varieert van 1,5 tot 9 μ Naarmate de cultuur 
langer groeit ziet men een verdergaande vervetting van de cellen optreden 
Aanvankeli jk uit zich dit zoals op het 48 uur stadium is te zien, m een toe­
name van de grootte en m mindere mate m een toename van het aantal Daar­
na neemt ook het aantal vetdruppels sterk toe Naar onze indruk gaat deze 
vervetting met gepaard met een remming van de groei en/of delmgsactiviteit 
De cytosomen vertonen veelal eenzelfde cytologisch en cytochemisch gedrag 
als die in de cellen welke in medium met kalfsserum hebben gegroeid 
Een uitzondering betreft hun negatieve reactie met PAS Het is mogelijk dat 
we te maken hebben met verschillen in polysaccharide gehalte tussen beide 
sera waardoor meer of minder PAS positief materiaal in de cytosomen wordt 
gesegregeerd 
6-3 ELECTRONENMICROSCOPISCH ONDERZOEK 
6-3-1 MATERIAAL EN METHODE 
Voor dit onderzoek werden de cellen op dezelfde wijze als hiervoor be­
schreven, gekweekt en vervolgens gebracht gedurende 6, 10, 18, 24, 48, 72 
of 96 uur in een medium met 2 0 % kippeserum Hierna werden de cellen voor 
electronenmicroscopisch onderzoek gefixeerd en verder verwerkt 
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6-3-2 RESULTATEN 
Na 6 uur komen aan de oppervlakte van de cellen gladwandige en "coated" 
insluipingen voor Men krijgt de indruk dat de cellen bij de vorming van der-
gelijke insluipingen eenzelfde activiteit vertonen als de cellen die in medium 
met 20% kalfsserum hebben gegroeid 
In de ectoplasma zone komen de eerder genoemde "large coated vesicles" en 
gladwandige vesikels voor Ook treft men de structuren aan die duiden op 
fusie tussen dergeli jke vesikels 
In tegenstell ing tot de cellen die m medium met 20% kalfsserum hebben ge-
groeid, valt het op dat de meeste cellen na 6 uur reeds meerdere luxtanucleair 
gelegen Golgi velden bezitten De Golgi systemen vertonen een duideli jke 
ontwikkeling zoals moge blijken uit het grote aantal vesikels dat m de buurt 
van de Golgi cisternen wordt aangetroffen 
Het ruw endoplasmatisch reticulum is even variabel in ontwikkeling als dat m 
cellen die 6 uur m medium met 20% kalfsserum gegroeid hebben 
10 Uur na toediening van kippeserum blijken de cellen m tegenstell ing tot die 
in 20% kalfsserum naast cytosomen I reeds meerdere cytosomen II en III te 
bevatten Het Golgi systeem en rER hebben zich op het 10 uur stadium verder 
ontwikkeld 
Na 18 uur komen m de cellen voornamelijk cytosomen II en III voor De inhoud 
van deze cytosomen is aanzienlijk minder electronen-dicht dan van die in 
cellen, welke gedurende eenzelfde periode in een medium met 20% kalfsserum 
hebben gegroeid Cytosomen I worden nu nog slechts in geringe mate ge-
vonden 
In een 24 uur cultuur komen in de cellen eveneens vooral cytosomen II en III 
voor, welke een diameter bezitten die m vergeli jking met die van de cytosomen 
m cellen uit jongere culturen is toegenomen Daarentegen blijkt de inhoud van 
de cytosomen verder afgenomen te zijn in electronen-dichtheid 
Na 48 uur worden nog maar weinig cytosomen aangetroffen Deze behoren 
tot de categorieën II en III 
Na 72 en 96 uur komen m de cellen nog slechts zeer incidenteel cytosomen 
voor Wel treft men nu in de cellen vacuolen aan waarin veel membraneuze 
Figuur 44 Cellen uit een 24 uur cultuur in medium met 20% kippeserum, Fcmicrosc 
Naast een aantal cytosomen komen in de cellen reeds vele vetdruppels voor Sommige 
vetdruppels bezitten een grote diameter Vergroting 1500 χ 
Figuur 45 Cellen uit een 4Θ uur cultuur m medium met 20% kalfsserum, Fcmicrosc 
Zeer veel cytosomen en slechts weinig vetdruppels komen voor Vergroting 1000 χ 
Figuur 46 Cellen uit een 48 uur cultuur in medium met 20% kippeserum, Fcmicrosc 
Reeds op dit stadium zien we een sterke vervetting van de cel optreden Eveneens valt 
op dat er weinig cytosomen m de cellen worden aangetroffen Vergroting 1500 χ 
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elementen voorkomen Dergeli jke vacuolen werden met gevonden in de cellen 
welke in medium met kalfsserum groeiden. Mogeli jk is een verklaring hiervoor 
dat de cellen het eiwit van kippeserum sneller verteren, waardoor dergelijke 
restlichamen gemakkeli jker in de cellen zullen worden aangetroffen. Z IJ wor-
den wel beschreven als restlichamen waarin onverteerbaar materiaal wordt 
opgeslagen. 
Tijdens de gehele /n vitro periode worden in de cellen autofage vacuolen waar-
genomen Aanvankeli jk is het aantal van deze structuren zeer gering. Naar-
mate de cultuur "ouder" wordt neemt hun aantal enigszins toe, maar blijft 
gering 
6-4 DISCUSSIE 
Hoewel de kippehartcellen m vivo (m aanwezigheid van 100% kippeserum) 
blijkbaar met of met in die mate endocyteren dat cytosoomvorming optreedt, 
hebben de resultaten van dit onderzoek aangetoond dat gekweekte kippehart-
fibroblasten onder invloed van 20% kippeserum evenals onder invloed van 
20% kalfsserum wel cytosomen vormen Ook hier blijken de quantitatieve 
aspecten van de vorming afhankelijk van de concentratie serum m het kweek-
medium. 
De opname van kippeserum blijkt qualitatief op dezelfde wijze te verlopen 
als die van kalfsserum. Daarentegen is gebleken dat kippeserum aanleiding 
geeft tot de vorming van minder cytosomen die bovendien veelal een ge-
ringere diameter bezitten. 
Onze bevindingen stemmen in deze overeen met die van Weissenfels (1962) 
bij kippehartmyoblasten en Cohn (1965) by macrofagen Beide auteurs hebben 
echter met dezelfde opvattingen omtrent de oorzaak waardoor de verschil-
lende aantallen cytosomen met kippe- of kalfsserum moeten worden verklaard. 
Weissenfels meent dat de cellen gemakkeli jker in staat zijn de homologe 
serumeiwitten af te breken waardoor slechts de overmaat aan aangeboden 
eiwitten lang in cytosomen gehandhaafd blijft. Cohn daarentegen stelt dat sera 
van verschil lende herkomst aanleiding geven tot een verschil lende mate van 
endocytotische activiteit. 
Onze bevindingen zijn met hetzelfde als die van Norton en Ziff (1965) die een 
gelijke opname van homoloog en heteroloog ferritme vonden bij macrofagen. 
Ook stemmen onze bevindingen met overeen met die van Jancso (1954) die bij 
histiocyten een gelijke vorming van donkere "drop le ts" vond onder invloed 
van homologe en heterologe sera Het eiwitgehalte van de door Jancso ge-
bruikte sera blijkt echter nagenoeg hetzelfde te zijn, terwij l de in dit onder-
zoek gebruikte sera aanzienlijke verschillen in eiwitgehalte vertonen Eiwit-
bepalmgen volgens Lowry hebben geleerd dat kalfsserum ongeveer 70 mg 
eiwit/ml bevat en kippeserum ongeveer 40 mg eiwit/ml. 
De resultaten samengevat in figuur 43 en 20 (blanco kolom) zijn daarom in 
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zoverre misleidend dat ZIJ met dit verschil in eiwitgehalte geen rekening 
houden Immers Ryser (1962) heeft gevonden dat de hoeveelheid opgenomen 
eiwit afhankelijk is van de hoeveelheid geadsorbeerd eiwit De mate van 
adsorptie nu blijkt binnen bepaalde grenzen samen te hangen met de concen-
tratie van het eiwit in het milieu (Ryser 1962, 1968) 
De concentratie eiwit in een medium met 2 0 % kippeserum bedraagt 8 mg/ml 
en komt nagenoeg overeen met die in een medium met 1 1 % kalfsserum 
Wanneer we het gemiddeld aantal cytosomen dat onder invloed van 1 1 % 
kalfsserum wordt gevormd stellen op 13 hetgeen op basis van de gegevens 
in f iguur 20 (blanco kolom) gerechtvaardigd is, blijkt dit nagenoeg overeen te 
komen met het gemiddeld aantal cytosomen in cellen gegroeid in medium met 
20% kippeserum 
Dit leidt tot de conclusie dat de gevonden verschil len in aantal cytosomen bij 
gebruik van gelijke concentratie kippe- en kalfsserum in feite te herleiden zijn 
tot verschil len in eiwit gehalte van beide sera De bevindingen van Norton 
(1965) en Jancso (1954) behoeven daarom met in strijd te zijn met onze be-
vindingen bij kippehartfibroblasten 
Het snellere verdwijnen - reeds na 48 uur - van de cytosomen uit de cellen 
welke in medium met 20% kippeserum hebben gegroeid zou alleen reeds ver-
klaard kunnen worden op grond van het feit dat minder eiwitten zijn opge-
nomen ware het niet dat - overigens hier niet vermelde - gegevens laten zien 
dat het aantal cytosomen in cellen gegroeid in medium met 4 0 % kippeserum 
na 48 uur ook een duidelijke daling vertoont terwij l men m geval van 10% 
kalfsserum ook na 48 uur nog een toename van het aantal cytosomen waar-
neemt Dit duidt erop dat de kippehartfibroblasten in staat zijn het kippeserum 
sneller te verteren Deze bevindingen verlenen steun aan de opvatting van 
Weissenfels (1962) en Gropp (1960) 
Ook bij het ultrastructurele onderzoek werden aanwijzingen gevonden dat de 
eiwitten van het kippeserum gemakkeli jker zouden worden verteerd dan die 
van het kalfsserum Met name duiden hierop het vroege optreden van cyto-
somen II en III, waarvan wordt vermoed dat zij zijn betrokken bij de vertering 
van in de cel opgenomen materiaal Mogeli jk wijst ook de aanwezigheid van 
een sterker ontwikkeld Golgi systeem in dezelfde richting, daar dit systeem 
betrokken zou zijn bij de aanmaak dan wel het transport van enzymen naar 
vertermgsvacuolen 
Eveneens is het met uitgesloten dat de snelle vervetting m dit verband moet 
worden gezien Resultaten van onderzoekingen van Baily (1959) en Mackenzie 
(1966) hebben nl aangetoond dat vetten die in cellen in vitro worden ge-
segregeerd voornamelijk afkomstig zouden zijn van serumlipiden Mogeli jk 
komen tijdens de vertering van eiwitten lipiden vrij die in de vorm van druppels 
in de cellen worden gestapeld Het is evenwel moeilijk zich voor te stellen op 
welke wijze deze hpiden m het cytoplasma terecht komen Het kan zijn dat na 
volledige vertering van serumeiwitten in de cytosomen ook de membranen van 
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deze cytosomen afgebroken worden waardoor de hpiden vri jkomen. Ook moet 
rekening worden gehouden met de mogeli jkheid dat verschil m vetgehalte 
tussen kippe- en kalfsserum verantwoordeli jk is voor de verschil lende mate 
van vervett ing. 
Dat vetten de novo als gevolg van storingen in het celmetabolisme - zoals 
vaker voor cellen in vitro is beschreven - ontstaan, lijkt minder waarschijnli jk 
aangezien de cellen zelfs bij zeer sterke vervetting geen vermindering van de 
groei en/of delmgsactiviteit vertonen. Ook electronenmicroscopisch werden 
geen aanwijzingen gevonden dat zich m de cellen degeneratieve processen 
zouden voltrekken. Met name de geringe mate van autofagie pleit voor het 
tegendeel. 
Onze bevindingen omtrent de vertering van homologe en heterologe serum-
eiwitten stemmen met overeen met hetgeen Jancso (1954) bij histiocyten heeft 
gevonden. Dit zou erop kunnen duiden dat verschil lende celsoorten op ver-
schillende wijze reageren bij de verwerking van eiwitten van verschil lende 
herkomst. 
Voor kippehartfibroblasten lijkt te gelden dat zij soorteigen en soortvreemde 
eiwitten in gelijke mate opnemen doch niet in gelijke mate kunnen verwerken. 
Hoewel onze resultaten verklaard kunnen worden zonder aan te nemen dat 
eiwitten van verschil lende herkomst een verschil lend endocytose inducerend 
vermogen bezitten, kan de mogelijkheid niet uitgesloten worden dat dergeli jke 
verschil len mede een rol spelen. 
In hoofdstuk 7 zal getracht worden na te gaan of het verschil in aantal cyto-
somen dat wordt aangetroffen uitsluitend op grond van een verschil m opname-
capaciteit zou kunnen worden verklaard. 
Met betrekking tot het verschil lend cytochemisch gedrag van de cytosomen 
kan nog worden opgemerkt dat Gropp (1968) heeft gesuggereerd dat PAS 
positief materiaal zoals vaker rondom gefagocyteerde deeltjes wordt aange-
troffen een rol speelt bij het "neutral iseren" van schadelijke stoffen. Deze 
opvatting is gebaseerd op waarnemingen bij cellen in vitro dat met name eiwit-
achtige stoffen aanleiding geven tot de vorming van PAS positief materiaal 
terwij l mm of meer inerte stoffen zoals latex en kwarts de vorming ervan met 
oproepen. Gezien het heterologe karakter van het kalfsserum lijken onze waar-
nemingen steun te verlenen aan deze opvatting. 
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HOOFDSTUK 7 
OPNAME-CAPACITEIT VAN KIPPEHARTFIBROBLASTEN 
VOOR SERUMEIWITTEN 
7-1 INLEIDING 
Uit het in de hoofdstukken 4 en 6 beschreven onderzoek is gebleken dat het 
aantal cytosomen m gekweekte kippehartfibroblasten afhankelijk is van de 
concentratie van het serum in het kweekmedium. Onderroekmgen van Weis-
senfels (1962) aan kippehartmyoblasten en van Cohn (1965) aan macrofagen 
suggereren voorts dat met alleen de concentratie maar ook de aard van het 
serum van invloed is op het proces van de cytosoomvormmg 
Cohn stelt in dit verband dat verschillende concentraties serum of sera van 
verschil lende herkomst aanleiding geven tot een verschil lende endocytotische 
activiteit (i.e. aantal per ti jdseenheid gevormde endocytotische vesikels) waar-
door het verschil m aantal cytosomen kan worden verklaard Daarbij is hij 
van mening dat per endocytotisch blaasje een hoeveelheid kweekmedium met 
de daarin aanwezige stoffen wordt opgenomen 
Weissenfels daarentegen meent, m het midden latend of er verschillen m 
endocytotische activiteit bestaan, dat afhankelijk van de mate waarin de cellen 
m staat zijn het door endocytose opgenomen eiwit te verteren meer of minder 
cytosomen in de cellen ontstaan. 
De resultaten van de m hoofdstuk 6 beschreven experimenten komen meer 
overeen met de opvatting van Weissenfels en duiden erop dat het aantal 
gevormde cytosomen, dat in de cel wordt aangetroffen, met alleen wordt be-
paald door de hoeveelheid eiwit dat wordt opgenomen maar ook door de mate 
waarin de cellen in staat zijn het opgenomen eiwit te verteren 
Zoals uit de resultaten van hoofdstuk 5 is gebleken vertonen de cellen na 10 
uur kweken in medium met 20% kalfsserum geen endocytose meer In die 
periode van 10 uur zal een aantal endocytotische vesikels zijn gevormd. De 
vraag is nu of het totaal aantal m 10 uur gevormde vesikels (opname-capaciteit) 
afhankelijk is van de concentratie en/of de aard van het serum. 
De in dit hoofdstuk te beschrijven experimenten werden, gebruik makend van 
HH-inuline m het kweekmedium, opgezet met het doel de opname-capaciteit 
vast te stellen. Voor dit onderzoek geldt de voorwaarde dat de " t racer" met 
zelf zijn opname bewerkt (cf. hoofdstuk 5). Wel is het uiteraard noodzakelijk 
dat de stof "passief" middels endocytose kan worden opgenomen. Er zijn aan-
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wijzingen dat inuline aan de hier geformuleerde eisen voldoet Zo vindt 
Graham (1967) bij leucocyten onder invloed van oppervlakte actieve stoffen 
een toename van de opgenomen hoeveelheid inuline Deze resultaten duiden 
in de richting van een toegenomen vesikelvormmg waarbij inuline wordt op­
genomen Anderzijds zou voor de cellen van de proximale tubulus van de nier 
gelden dat inuline met wordt opgenomen, hoewel bekend is dat deze cellen 
in sterke mate eiwit kunnen opnemen Op grond hiervan wordt inuline gebruikt 
voor het bepalen van de glomerulaire fi ltratie (Smith, 1951) Hierbij kan worden 
aangetekend dat Solomon (1965) heeft gevonden dat inuline bij Necturus wel 
degelijk door het proximale tubulusepitheel wordt opgenomen 
In verband met het bovenstaande is onderzoek verricht naar een eventuele 
eigen "werk ing" van inuline bij kippehartfibroblasten, met name ter beantwoor­
ding van de volgende vragen 
1) Veroorzaakt toevoeging van niet radioactief inuline aan het kweekmedium 
een extra vorming van cytosomen (7-3)? 
2) Wordt inuline door de cellen opgenomen en is er een maximum in de op­
name (7-4)? 
3) Op welke wijze vindt de opname plaats (7-5)? 
7-2 MATERIAAL EN METHODE 
Het in dit onderzoek gebruikte inuline was afkomstig van de firma Merck 
Het iH-inulme was afkomstig van het Radiochemical Centre, Amersham, 
Engeland 
In dit onderzoek werden 2 monsters ^Η-inuline gebruikt met specifieke activiteit 
van respectieveli jk 0,060 mCi/mg en 0,380 mCi/mg De activiteit per ml kweek­
medium bedraagt 5 μΟι 
De cellen werden op de gebruikeli jke wijze (hoofdstuk 2-4) gefixeerd en in 
epon ingesloten 
Het autoradiografisch onderzoek werd met behulp van het l ichtmicroscoop 
verricht aan 1 μ coupes die, gemonteerd op object glazen en na kleuring met 
haematoxylme, met fotografische emulsie werden 'gecoat" volgens de door 
Vrensen (1970 a en b) beschreven methode De "dip"snelheid bedroeg 84 
mm per minuut Als fotografisch materiaal werd gebruikt l l ford L 4 (een deel 
emulsie op een deel aqua bidest ) Na een "bel ichtingsti jd"van 35 dagen bij 
4° С werden de autoradiogrammen met Kodak D 19 b bij 19° С ontwikkeld 
De zi lverkorreltellmgen werden alsvolgt uitgevoerd 
Per experiment werd van 4 tot 8 blokjes een coupe gesneden BIJ iedere coupe 
werd binnen een 15 tal vierkantjes, elk met een oppervlakte van 625 μ-, het 
aantal zi lverkorrels geteld Eveneens werd binnen een 15 tal even grote vier­
kantjes boven de epon het aantal zi lverkorrels geteld Dit gegeven werd ge­
bruikt ter correctie voor de "background" Per experiment werden zo de 
korrels boven 60 tot 120 vierkantjes geteld (ι e circa 100 tot 200 cellen) 
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In een onderzoek naar mogelijke experiment effecten van de methode werden 
bij 2 afzonderli jke experimenten (I en II) die onder overigens gelijke proef-
omstandigheden plaats vonden (nl 5 % kalfsserum, 0,008% inuline (spec act 
0,060 mCi/mg), 10 uur kweek, 35 dagen belichting) en 3 andere afzonderlijke 
experimenten (III, IV en V) die eveneens onder gelijke proefomstandigheden 
plaats vonden (2 0 % kalfsserum, 0,0013% inuline (spec act 0,380 mCi/mg), 
10 uur kweek, 35 dagen belichting), voor ieder experiment 4 tot 8 coupes 
genomen en het aantal zilverkorrels op de bovenomschreven wijze bepaald 
Van de reeksen van 15 waarnemingen werden het gemiddeld en de standaard 
fout bepaald zowel voor de tellingen boven de cellen als voor de bijbehorende 
"background" BIJ geen van de 5 experimenten bleek per autoradiogram een 
significante correlatie te bestaan tussen de waarden boven de cellen en de 
"background" Het was derhalve niet nodig iedere coupe te corrigeren voor 
zijn "e igen" background 
Hoewel met de enkelvoudige vanantie analyse m een der experimenten een 
aanwijzing tot een significant verschil werd gevonden voor het gemiddeld 
aantal korrels boven de cellen tussen de coupes onderling, waren deze ver­
schillen zo klem dat niettemin besloten werd per experiment de reeksen van 
15 waarnemingen samen te voegen De correctie voor de background werd 
uit een serie waarnemingen van dezelfde omvang berekend 
De grootheden w (gemiddeld aantal zilverkorrels tengevolge van radioactiviteit 
in de cel per 1000 μ^ en 35 dagen belichting) en s« (standaard fout m de 
waarde w) werden alsvolgt berekend 
1000 
w = (m-b) χ 
625 
s „ _ x V Sm + si> , waarin 
625 v 
m = het gevonden gemiddeld aantal zilverkorrels boven de cel m een stan­
daard vierkantje van 625 u-
b = het gevonden gemiddeld aantal zilverkorrels boven de epon per stan­
daard vierkantje ("background") 
Sm = standaard fout ("standard error of the mean") in de gemiddelde waar­
de m 
si, = standaard fout m de gemiddelde waarde b 
BIJ de experimenten I en II werd gevonden 
I w = 13,58 s« = 0,42 η = 120 
Il w = 12,70 s» = 0,45 η = 120 
Bij de experimenten III, IV en V werd gevonden 
III w = 15,99 s« = 1,36 η = 60 
IV w = 18,02 s , = 0,56 η = 120 
V w = 15,80 Su = 1,41 η = 60 
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Er bleek geen significant experiment effect aanwezig te zijn Uit alle experimen­
ten tezamen kon een goede schatting van de standaard fout s* van w worden 
bepaald bij η = 60 Deze lag in de grootte orde van 0,8 Ter beantwoording 
van de vraag welk verschil in werkeli jke waarde er moet bestaan tussen 2 met 
elkaar te vergeli jken uitkomsten om met een zekerheid van 9 5 % een verschil 
te kunnen aantonen, werden alle daarvoor in aanmerking komende uitkomsten 
statistisch bewerkt met de toets van Welch Dit onderscheidmgs vermogen 
van de gehele methode bleek in de grootte orde van 4 korrels per 1000 μ 2 per 
35 dagen belichting te liggen m geval van η = 60 
7-3 INULINE EN DE VORMING VAN CYTOSOMEN 
In eerste instantie werd nagegaan of het in het kweekmedium aanwezig on­
gemerkte inuline, in een concentratie vele malen groter dan die in de later te 
beschrijven experimenten met ^H-inulme, m staat is een extra vorming van 
cytosomen op te roepen Daartoe werden cellen gedurende 24 uur gekweekt 
in medium met slechts 5 % kalfsserum maar met 0,07% inuline Het totale 
aantal moleculen (eiwit + inuline) komt overeen met het aantal dat m geval 
van 2 0 % kalfsserum wordt toegevoegd 
Indien zou blijken dat een extra vorming van cytosomen optreedt is een 
eigen " w e r k i n g " van inuline zeer waarschijnli jk 
Telling van het aantal cytosomen en vergeli jking met de uitkomsten van hoofd­
stuk 4 leren dat geen grotere aantallen cytosomen worden gevormd Ook 
overigens vertonen de cellen een normale groei en werden geen abnormale 
vormen van cytosomen aangetroffen Hieruit kan worden afgeleid dat inuline 
- zo dit al wordt opgenomen - met een eigen invloed heeft op de vorming van 
cytosomen 
7-4 OPNAME VAN INULINE IN AFHANKELIJKHEID VAN DE LEEFTIJD 
VAN DE CULTUUR 
Ter bestudering van de vraag of inuline wordt opgenomen en zo ja of er een 
maximum m de opname wordt bereikt, werden de volgende experimenten 
opgezet 
Cellen werden na 48 uur groei in medium met 3 % kippeserum gedurende 
variërende tijden (6, 10 of 16 uur) gekweekt m medium met 5 of 20% kalfs-
serum waaraan toegevoegd 0,008% radioactief met ¿H gemerkt inuline (spec 
act 0,060 mCi/mg) 
7-4-1 RESULTATEN 
De uitkomsten van deze experimenten zijn samengevat in tabel 4 Het blijkt 
dat inuline inderdaad door de cellen wordt opgenomen Bovendien blijkt, voor 
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zover de gevoeligheid van de methode toelaat, dat zowel bij 5 % als bij 2 0 % 
kalfsserum reeds na 6 uur een maximum in de opname wordt bereikt Bij 
langere kweekti jd tot 10 of 16 uur wordt bij 5 % kalfsserum geen toename in 
aantal korrels waargenomen en blijkt bij 2 0 % kalfsserum geen significante 
toename op te treden 
TABEL 4 Invloed van de t i jd op de opname van inuline 
concentratie t i jd in medium 
kalfsserum met inuline 
6 uur 
5 % 10 uur 
16 uur 
6 uur 
2 0 % 10 uur 
16 uur 
η = aantal getelde celgebieden 
De resultaten verkregen met 2 0 % kalfsserum werden met een enkelvoudige 
vanantie analyse getoetst 
F-jnT-, = 1,95 
P > 1 0 % 
7-5 WIJZE VAN OPNAME VAN INULINE 
Ter nadere bestudering van de hierboven uitgesproken veronderstell ing dat 
inuline tegeli jk met serumeiwitten wordt opgenomen (en dus als "tracer", 
eventueel ook in quantitatief opzicht, kan worden gebruikt) werden de vol­
gende experimenten ingezet 
Voor een eerste experiment werden cellen gekweekt m media met oplopende 
concentraties *) radioactief inuline (spec act 0,060 mCi/mg), als volgt 
*) Na het gereedkomen van het manuscript namen wij kennis van het onderzoek van 
Bowers et al (J Cell Biol, 53, 681 (1972) Volgens deze auteurs is inuline, vanwege 
slechte oplosbaarheid, niet geschikt ter bepaling van de pmocytotische opname als 
functie van de concentratie In onze experimenten hebben wij met kunnen vaststellen 
dat een dergelijke omstandigheid bij de door ons gebruikte concentraties van invloed is 
w s« η 
13,51 ± 0 . 4 2 120 
12,70 ± 0 , 4 3 120 
12,18 ± 0 , 3 5 120 
13,30 ± 0 , 3 8 120 
13,30 ± 0 , 4 2 120 
14,35 ± 0,50 120 
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1) 5 % kalfsserum + 0,008% ¿H-inuline 
2) „ + 0,016% 
3) „ + 0,024% 
Voor een tweede experiment werden cellen gekweekt in media van de vol-
gende samenstelling waarbij de concentratie inuline eveneens oploopt doch 
de hoeveelheid radioactief inuline gelijk blijft 
1) 5% kalfsserum + 0,008% зН-inuline 
2) + + 0,008% inuline (koud) 
3) „ + + 0,016% „ 
4) + „ + 0,032% „ 
Als inuline zijn eigen opname bewerkstell igt of samen met het medium m 
endocytotische vesikels wordt opgenomen, dan zal in de eerste serie het 
aantal korrels boven de cel toenemen met stijgende concentratie inuline, m de 
tweede serie het aantal korrels per 1000 μ- constant blijven 
7-5-1 MATERIAAL EN METHODE 
Voor beide series expcr.menten werden cellen gebruikt die na 48 uur groei 
m medium met 3 % kippeserum gedurende 10 uur verder werden gekweekt 
m de hierboven genoemde media De activiteit van ¿H-muline per ml kweek-
medium bedraagt 5 μ Ο of een veelvoud daarvan Fixatie en inbedding ge­
schiedden als in hoofdstuk 2 beschreven is De autoradiografische bewerking 
is dezelfde als is beschreven in 7-2 
7-5-2 RESULTATEN 
De resultaten van de autoradiografische experimenten zijn in de tabellen 5 
en 6 samengevat Uit de m tabel 5 opgenomen gegevens blijkt dat vergroting 
van de hoeveelheid ^H-inulme in het kweekmedium met wordt gevolgd door 
een overeenkomstige verhoging van de opgenomen hoeveelheid inuline 
De gegevens in tabel 6 laten zien dat het halve aantal zi lverkorrels wordt ge­
registreerd bij een toevoeging van (koud) inuline aan het radioactieve inuline 
in een verhouding 1 1 
Ook bij een verdergaande "verdunning" zien we een verdere vermindering 
van het aantal korrels optreden 
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η = 120 
De verkregen resultaten werden getoetst met een enkelvoudige vanantie 
analyse 
F2 ι-,τ = 2,27 
Ρ = 15% 




5,94 ± 0,50 * 
2,20 ± 0,31 
2,52 ± 0,38 
η = 120 
*) De resultaten werden getoetst met de test van Student 
Ρ < 0,001 
7-6 CONCLUSIES 
De hierboven beschreven onderzoekingen werden gedaan om na te gaan of 
inuline door gekweekte kippehartfibroblasten wordt opgenomen en tevens om 
na te gaan of inuline al dan niet zelf zijn opname tot stand brengt 
Uit de resultaten moet worden geconcludeerd dat gekweekte kippehart-
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W Siv 
13,58 J= 0,42 
13,68 + 0,50 




0,08 mg/ml 0 
0,16 mg/ml 1 
0,24 mg/ml 2 
0,40 mg/ml 4 
f ibroblasten inuline opnemen Wel blijkt echter uit de gegevens in tabel 4 dat 
de opname aan een maximum is gebonden Men zou een dergeli jk maximum 
kunnen verklaren door inuline uitputting van het kweekmedium Een ruwe 
schatting leert echter dat het aantal door de cel opgenomen moleculen 
slechts een klem gedeelte is van het aantal moleculen inuline in het kweek-
medium Bovendien blijkt, zoals we later zullen zien, Thorotrast aanleiding 
te geven tot een verhoging van de opgenomen hoeveelheid inuline (tabel 9) 
Uiteraard is ook rekening te houden met de mogeli jkheid dat tijdens de 
histologische bewerking van het materiaal opgenomen moleculen inuline wor-
den uitgespoeld waarbij slechts een zekere restfractie van sterker gebonden 
inuline in de cellen achterblijft Deze mogeli jkheid lijkt echter eveneens 
nauwelijks waarschijnli jk gezien de resultaten met Thorotrast Bovendien heb-
ben WIJ gevonden dat cellen na 48 uur ongeveer het dubbele aantal korrels 
bevatten 
Uit de resultaten samengevat in tabel 4 kan men bovendien afleiden dat het 
maximum reeds na 6 uur is bereikt Voorlopige resultaten van EM autoradio-
grafisch onderzoek van cellen die gedurende 10 en 24 uur in medium met 20% 
kalfsserum en 0,024% ¿H-inulme hebben gegroeid, hebben aangetoond dat 
inuline in de cytosomen gelocahseerd is (fig 47) Dit maakt het zeer waar-
schijnli jk dat endocytotische processen ten grondslag liggen aan de opname 
van inuline 
Daarom kan men uit de resultaten m tabel 4 afleiden dat de cellen aanvankelijk 
endocyteren en daarna gedurende enige ti jd met Deze waarneming is geheel 
m overeenstemming met hetgeen morfologische waarnemingen reeds deden 
vermoeden (hoofdstuk 5) Eerder verkregen aanwijzingen (hoofdstuk 5) voor 
een hernieuwde vorming van cytosomen na 48 uur maken echter waarschijnli jk 
dat we te maken hebben met een periodiek verlopend proces 
Het feit dat we bij verhoging van de 3H-inuline concentratie geen evenredige 
toename in activiteit in de cel vinden (tabel 5) duidt erop dat een opname van 
een hoeveelheid kweekmedium met de daarin aanwezige stoffen in relatief 
grote endocytotische vacuolen met plaats vindt Deze bevinding sluit aan bij 
onze morfologische waarnemingen Bovendien lijkt het met waarschijnli jk dat 
inuline zelf zijn opname bewerkt, aangezien we dan ook een toename van de 
activiteit m de cellen zouden mogen verwachten 
Onze bevindingen stemmen met overeen met die van Wiener (1969), Graham 
(1969) en Solomon (1965) die vonden dat de opname van inuline plaats vindt 
tezamen met een hoeveelheid kweekmedium Bij de kippehartfibroblasten blijkt 
de opname echter plaats te vinden in relatief kleine endocytotische vesikels 
("large coated vesicles") Op grond van de morfologische beelden kan niet 
zonder meer uitgesloten worden dat ook in dergeli jke vesikels een vloeistof 
opname plaats vindt Ofschoon quantitatieve metingen met beschikbaar zijn 
omdat moeili jk is uit te maken welk deel van de totale capaciteit van de " large 
coated vesicles" door "coat ing" substantie wordt bezet en welk type con-
90 
Figuur 47: EM autoradiogram van een cel uit een 48 uur cultuur in medium met 20% 
kalfsserum en 0,008% :,H-inuline. De zilverkorrels zijn boven een cytosoom II gelocali-
seerd. Vergroting 31000 χ 
figuratie de "coat ing" substantie bezit is het toch heel wel mogelijk dat de 
capaciteit van de vesikels voor opname van vloeistof aanzienlijk minder Is 
dan men tot nog toe pleegt aan te nemen. Met name onderzoekingen van 
Shiharama (1972) aan endotheliale cellen hebben uitgewezen dat de uit muco-
polysacchanden bestaande "coaf ' laag in de bouw van de vesikels mogelijk 
een belangrijke rol speelt bij de selectieve opname van moleculen die van­
wege hun physische en chemische samenstelling door de "coaf ' laag worden 
aangetrokken Bovendien heeft hij gevonden dat er ti jdens de vorming van 
de "coated vesicles" een stadium optreedt waarin de "coaf ' laag de ver­
binding met de omgeving afsluit. Mogeli jk vindt deze afsluiting plaats voordat 
bepaalde macromoleculen kunnen worden opgenomen. 
De gegevens in de tabellen 5 en 6 zijn eenduidig In zoverre ZIJ aantonen 
dat gedurende de 6 uur durende endocytose slechts een vast aantal moleculen 
inuline wordt opgenomen, en dat bovendien een "bulk" opname van medium 
met daarin opgelost inuline met optreedt (anders zou Immers tabel 5 een 
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toenemend aantal korrels getoond hebben en tabel 6 een geli jkbli jvend aantal 
korrels) 
Een globale berekening *) laat zien dat de verhouding van de aantallen 
moleculen serumeiwit en inuline ongeveer 1 is Ryser (1962) heeft echter aan­
getoond dat de eiwitmoleculen aan de membraan gebonden worden, vaak zelfs 
in meerdere lagen, voor de opname, direct aan de membraan kan daarom het 
aantal eiwit moleculen vele malen groter zijn dan het aantal inuline moleculen 
Well icht dat dit de oorzaak is dat het aantal inuline moleculen dat gelijk met 
het eiwit naar binnen gaat mm of meer constant is 
In ieder geval is er geen enkele reden om aan te nemen dat inuline, hoewel 
het wordt opgenomen, zijn eigen opname stimuleert en het heeft daarom de 
eigenschappen die men van een goede "tracer" mag verwachten 
7-7 INVLOED VAN DE CONCENTRATIE EN DE AARD VAN HET SERUM OP DE 
OPGENOMEN HOEVEELHEID INULINE (OPNAME-CAPACITEIT) 
7-7-1 INVLOED VAN DE CONCENTRATIE VAN HET SERUM 
De hieronder te beschrijven experimenten hebben tot doel na te gaan welk 
effect de concentratie van het serum heeft op de opname-capaciteit van de 
cellen Daartoe werden de cellen gekweekt in media zoals m 4-2 sub 1 Hier-
*) Indien we het molecuulgewicht van de serumeiwitten stellen op gemiddeld 100 000 
(benaderd met behulp van de molecuulgewichten van albumine en globulmen), kunnen 
we in een medium met 5% kalfsserum (eiwitgehalte van het onverdunde serum 70 mg/ml) 
het aantal moleculen berekenen volgens de formule 
g stof/ml 
- - χ 6,02 χ IO2,1 = aantal moleculen per ml 
M G 
Voor het eiwit geldt dan aantal moleculen per ml 
3,5 χ 10 a 
- χ 6,02 χ IO2 1 = 21 χ I O " 
10' 
BIJ een concentratie van 0,008% inuline en een mol gewicht van 6000 is het aantal 
moleculen inuline per ml 
0,08 χ 1 0 3 
χ 6,02 χ 10 2 3 = 8 χ IO14 
6 χ IO3 
De verhouding tussen eiwit moleculen en inuline moleculen bedraagt in de experimenten 
waarbij oplopende concentraties 3H-inuline werden gebruikt (7-5) respectievelijk 21/8, 
21/16 en 21/24 
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aan werd toegevoegd in alle gevallen 0,0013% зН-inulme; 3H-inuline met 
specifieke activiteit 0,380 mCi/mg werd gebruikt. Activiteit per ml kweek-
medium 5 μ Ο . De cellen werden in deze media gedurende 10 uur gekweekt 
en vervolgens gefixeerd en ingesloten. 
De autoradiografische bewerking is dezelfde als beschreven in 7-2. De be­
lichtingstijden varieerden tussen 25 en 40 dagen; de resultaten werden be­
rekend per 35 dagen. 
Resultaten 
De resultaten van de experimenten waarbij de invloed van de concentratie 
van het kalfsserum werd nagegaan zijn samengevat in tabel 7. Uit deze ge­
gevens blijkt geen invloed van de concentratie op de opgenomen hoeveelheid 
inuline. Een toetsing van de resultaten levert geen significant verschil op. 




2 0 % 
2 0 % 
4 0 % 
De resultaten werden getoetst met een enkelvoudige vanantie analyse: 
Fa.ïoi. = 1,95 
Ρ = 1 5 % 
7-7-2 INVLOED VAN DE AARD VAN HET SERUM 
Om een mogelijk verschil tussen homoloog (kippe-) en heteroloog (kalfs-) 
serum vast te stellen werden de cellen na 48 uur groei in medium met 3 % 
kippeserum vervolgens in media met 5, 20 of 4 0 % kippeserum gekweekt. 
Resultaten 
De resultaten van dit onderzoek zijn samengevat in tabel 8. Ook hier blijkt 
een stijging van de concentratie geen invloed te hebben op de зН-inuline 
opname. 
w s w η 
16,83 ± 0 , 8 9 60 
15,99 ± 1 , 3 6 60 
15,80 ± 1 . 4 1 60 
16,90 ± 1 , 2 0 30 
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Een vergeli jking van de met overeenkomstige concentraties van het kalfsserum 
verkregen resultaten (tabel 7) wijzen niet op een specifiek effect van een van 
de twee hier gebruikte sera. 
TABEL 8. Effect van de concentratie kippeserum op de opname van : iH-inuline. 
concentratie 
. w s « η 
kippeserum 
5 % 14,17 ± 0 , 8 4 60 
2 0 % 14,52 I E 1,06 80 
2 0 % 13,72 + 0,70 60 
4 0 % 15,40 ± 1 , 0 1 60 
De resultaten werden getoetst met een enkelvoudige vanantie analyse: 
Ri.ar,« = 0,67 
Ρ > 5 0 % 
7-8 INVLOED VAN THOROTRAST OP DE OPNAME VAN •''H-INULINE 
7-8-1 MATERIAAL EN METHODE 
In hoofdstuk 5 hebben we gevonden dat Thorotrast langs een andere weg dan 
de serumeiwitten de cel binnenkomt. Gebleken is dat hierbij vooral glad-
wandige vesikels betrokken zijn. Wanneer dit zo is zal een specifiek Thorotrast 
effect (gesuperponeerd op een eiwitopname) tot uitdrukking moeten komen 
in de opgenomen hoeveelheid inuline. Daarom werden cellen na 48 uur groei 
in medium met 3 % kippeserum gedurende 10 uur gekweekt in media van de 
volgende samenstell ing: 
kippeserum kalfsserum 
3 % serum + 0,0013% зН-inuline 
(spec. act. 0,380 mCi/mg) 
3 % serum + 0,0013% W-inulme 
+ 0,06% Thorotrast 
2 0 % serum + 0,0013% Ж-іпиІ іпе 2 0 % serum + 0,0013% »H-mul. 
2 0 % serum + 0,0013% Ж-іпиІіпе 2 0 % serum + 0,0013% »H-mul 
+ 0,06% Thorotrast + 0,06% Thorotrast 
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7-8-2 RESULTATEN 
De resultaten zijn samengevat m tabel 9 Deze laten zien dat onder invloed 
van Thorotrast een verhoogde opname van inuline plaats vindt hetgeen erop 
duidt dat Thorotrast inderdaad zijn eigen opname bewerkt 
TABEL 9 Effect van Thorotrast op de opname van inuline 
kippeserum kalfsserum 
(1) (2) (3) (1) (2) 
14,00 ± 0 , 5 9 120 
Ρ < 0,01 
24,85 ± 0 , 5 6 120 
14,03 ± 0 , 8 7 120 18,02 ± 0,56 120 
Ρ < 0,01 
24,67 ± 0,70 120 27,16 ± 0,37 120 
(1) Aantal korrels boven de cellen ± s« 
(2) Aantal getelde celgebieden 
(3) Toetsing met Student test 
7-9 DISCUSSIE 
De resultaten samengevat m tabel 7 bevestigen de eerdere waarnemingen 
(7-4-1) dat de opgenomen hoeveelheid inuline bij verschil lende concentraties 
van het kalfsserum gelijk is Hetzelfde bli jkt te gelden voor verschil lende 
concentraties van het kippeserum (tabel 8) Indien per gevormd vesikel een 
inuline molecuul met constante waarschijnli jkheid wordt meegenomen dan 
blijkt het totaal aantal in 10 uur gevormde vesikels (opname-capaciteit) bij 
verschil lende concentraties gelijk te zijn 
Indien zoals Cohn bij macrofagen heeft gevonden, het aantal gevormde cyto-
somen in directe relatie zou staan tot het aantal gevormde endocytotische 
vesikels zou men bij kippehartfibroblasten eenzelfde aantal cytosomen mogen 
verwachten In deze zijn onze bevindingen bij kippehartfibroblasten echter met 
in overeenstemming met die van Cohn (1965) BIJ kippehartfibroblasten wordt 
duideli jk dat er geen eenvoudige relatie bestaat tussen aantallen endocyto­
tische vesikels (bij kalfs- en kippeserum gelijk) en aantallen cytosomen (bij 
kalfsserum groter dan bij kippeserum) Overigens verschillen onze bevindingen 
ook in andere opzichten van die van Cohn bij macrofagen HIJ vond daar een 
(3) 
Ρ < 0,01 
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opname van een bepaalde hoeveelheid vloeistof in relatief grote endocyto-
tische vacuolen Zoals eerder is opgemerkt hebben onze inuline experimenten 
(tabellen 5 en 6) uitgewezen dat een dergelijke wijze van opname bij kippe-
hartfibroblasten geen rol speelt 
De resultaten van metingen hebben uitgewezen dat " large coated vesicles" 
en gladwandige vesikels nagenoeg een constante diameter bezitten Daarom 
mag worden aangenomen dat onafhankelijk van de concentratie van het serum 
steeds eenzelfde oppervlakte van de celmembraan wordt mgestulpt Nu heeft 
Ryser (1962) bij tumorcellen gevonden dat er een lineair verband bestaat 
tussen de concentratie van het eiwit m het kweekmedium en de adsorptie 
ervan aan de oppervlakte van de cellen De in dit onderzoek gebruikte con-
centraties vallen geheel binnen de door Ryser genoemde grenzen (0,001 tot 
14 mg/ml) 
In geval van een hogere concentratie van het serum zal er meer eiwit worden 
geadsorbeerd en zal er per endocytotisch vesikel meer eiwit worden opge-
nomen Het verteringsvermogen van de cel bepaalt hoeveel eiwit t i jdeli jk 
gesegregeerd blijft en dus ook aantal en grootte van de cytosomen Het ver-
schil m aantal cytosomen kan dus zeer wel verklaard worden op grond van 
het aanbod van serumeiwitten en de snelheid waarmede de cellen de eiwitten 
kunnen verteren 
De verschil len in aantal cytosomen dat bij overigens gelijke concentraties van 
het kippe- en kalfsserum wordt gevormd kunnen verklaard worden op grond 
van het verschil in eiwit gehalte van beide sera (zie hoofdstuk 6) Immers WIJ 
hebben evenveel opname van inuline gevonden (vergelijk de uitkomsten in 
tabel 7 en 8), hetgeen inhoudt dat er evenveel endocytotische vesikels zijn 
gevormd Per vesikel zal er in geval van kalfsserum meer eiwit zijn ge-
adsorbeerd dan in geval van kippeserum waardoor er meer cytosomen ont-
staan Bovendien wordt het kippeserum waarschijnli jk sneller verteerd Onze 
bevindingen stemmen geheel overeen met hetgeen in hoofdstuk 6 is be-
schreven nl dat rekening houdend met de concentratie van het eiwit in beide 
sera er, 24 uur na toevoegen van de hogere concentratie van het serum, geen 
verschil len in aantal cytosomen per cel werden gevonden (later vinden we wel 
verschillen) 
Effect van Thorotrast 
Uit de resultaten opgenomen in tabel 9 bli jkt dat Thorotrast aanleiding geeft 
tot een toename in opgenomen hoeveelheid inuline Al eerder is opgemerkt 
dat het met waarschijnli jk is dat de dextrmen, waarmede het Thorotrast is 
gestabil iseerd, verantwoordeli jk hiervoor zijn Meerdere auteurs (Munro, 1968, 
Dmgle, 1969, Danes en Freshney, 1965) hebben erop gewezen dat suikers 
als sucrose en dextraan met beschikken over een eigen mechanisme voor 
opname in de cel, evenmin als inuline zelf zoals wij aangetoond hebben 
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Het lijkt daarom aannemelijk dat het Thorotrast door zijn lading m staat is zijn 
eigen opname tot stand te brengen Er zij aan herinnerd dat onze morfolo-
gische bevindingen hebben uitgewezen dat in aanwezigheid van Thorotrast 
meer gladwandige vesikels worden gevonden en dat Thorotrast in tegenstel-
ling tot de serumeiwitten bij voorkeur m deze gladwandige vesikels wordt op-
genomen Dit houdt in dat er meer endocytotische vesikels worden gevormd 
waardoor de opname van meer inuline mogelijk is 
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HOOFDSTUK 8 
CYTOCHEMISCHE EN BIOCHEMISCHE ASPECTEN VAN DE 
VORMING VAN CYTOSOMEN 
8-1 INLEIDING 
Omdat de kippehartfibroblasten eiwitten van kalfs- en kippeserum endocyteren 
en m cytosomen segregeren, en gezien de ontwikkeling van de cytosomen 
rijst de vraag wanneer deze organellen lysosomale eigenschappen ontwik-
kelen. Daarom zijn cytochemische en biochemische experimenten verricht ter 
beantwoording van de volgende vragen: 
1) Wanneer en hoe verkri jgen de cytosomen lysosomale enzymen? 
2) Zi jn de verschil len in effect tussen kalfs- en kippeserum te correleren met 
de ontwikkeling van hydrolytische enzymactiviteit? 
8-2 KWEEKPROCEDURE 
Voor het licht- en electronenmicroscopisch cytochemisch onderzoek werden 
de cellen na 48 uur groei in een medium met 3 % kippeserum gedurende 
6, 10, 18, 24, 48, 72 of 96 uur gekweekt in een medium met 20% kalfsserum. 
Cellen bestemd voor biochemisch onderzoek werden na een periode van 48 
uur in een medium met 3 % kippeserum, gedurende 10, 24, 48, 72 of 96 uur 
gekweekt m een medium, waaraan toegevoegd óf kalfsserum (5, 20, 40%) 
óf kippeserum (20%). 
8-3 CYTOCHEMISCHE TECHNIEKEN 
De hieronder vermelde enzymen werden in de cellen aangetoond: 
Zure fosfatase (lichtmicr. en electronenmicr.) 
Na fixatie van de cellen bij 4 е С gedurende 12 minuten in 2 % glutaaraldehyde 
m 0,05 M cacodylaatbuffer pH 7,4, werden deze gespoeld in 6,5% saccharose 
in 0,05 M cacodylaatbuffer pH 7,4. Vervolgens werden de cellen gedurende 
10 minuten voorbehandeld met 6,5% saccharose in 0,05 M cacodylaatbuffer 
pH 5,0 bij 37° C. Daarna werden de cellen gedurende г uur gelncubeerd 
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m 6,5% saccharose m 0,05 M cacodylaatbuffer pH 5,0, waarin opgelost 
Na-ß-glycerofosfaat (0,24%) en loodnitraat (0,12%) (Weissenfels, 1967) 
Vervolgens werden de cellen gedurende 20 minuten m cacodylaatbuffer ge-
spoeld Hierna werden ZIJ gebracht in of wel een 2 % waterige oplossing van 
ammomumsulfide, gespoeld in aqua des t , gekleurd met haematoxylme (kern-
kleuring) en ingesloten in glycerine-gelatine (voor l ichtmicroscopisch onder-
zoek), of wel direct nagefixeerd in OsCh en ingesloten in epon (voor elec-
tronenmicroscopisch onderzoek) 
Voor de controle preparaten werd het substraat uit het mcubatiemedium weg-
gelaten, of werd 0,01 M NaF aan het substraat toegevoegd 
Arylsulfatase (hchtmicr) 
In de cellen werd gereageerd op het enzym arylsulfatase В Dit enzym met 
een D H optimum van 5,5 zou volgens Goldfischer (1965) meer algemeen m 
lysosomen aantoonbaar zijn dan arylsulfatase A met een pH optimum van 4,2 
Procedure 
De cellen werden gedurende 12 minuten gefixeerd in 2 % glutaaraldehyde m 
0,05 M cacodylaatbuffer pH 7,4 bij 4° С Vervolgens werden de cellen ge­
spoeld in successievelijk cacodylaatbuffer pH 7,4 (20 minuten) en cacodylaat­
buffer pH 5,5 (20 minuten) Daarna werden de cellen gedurende 1 uur ge-
mcubeerd in een mcubatiemedium volgens Hugon en Borgers (1967) 
0,06 M p-mtrocatecholsulfaat 5 ml 
0,1 M acetaatbuffer 10 ml 
0,2 M PbCL· 5 ml 
Na de incubatie werden de cellen gedurende 30 minuten gespoeld in acetaat­
buffer pH 7,4 en vervolgens gebracht in een 2 % waterige oplossing van 
ammomumsulfide Daarna werden de cellen gespoeld m aqua dest (3 χ), ge­
kleurd met haematoxylme (kernkleuring) en ingesloten in glycerine-gelatine 
8-4 BIOCHEMISCHE METHODEN 
8-4-1 BEPALING VAN DE ACTIVITEIT VAN ZURE FOSFATASE 
Procedure 
De cellen werden voor de enzymbepaling als volgt uit het medium gewonnen 
1) De explantaten werden van het glas verwijderd 
2) Met 0,9% NaCI oplossing werd het medium van de glaasjes gespoeld 
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3) De cellen werden met een vetvrij scheermesje van het glas verwi jderd en 
met behulp van de NaCI oplossing afgespoten in een centnfugebuis 
4) De cellen werden gedurende 10 minuten bij 800 g gecentrifugeerd en ver­
volgens werd het supernatant gedecanteerd 
5) De celpellet werd in 0,3 ml NaCI oplossing geresuspendeerd 
6) Uit de celsuspensie werd 0,05 ml voor tell ing in de telkamer van Burker-
Turk gepipetteerd 
7) De overbli jvende celsuspensie werd opnieuw gecentrifugeerd gedurende 
10 minuten bij 800 g 
8) De verkregen celpellet werd 3 maal bevroren en ontdooid bij kamer­
temperatuur 
9) De aldus behandelde celpellet werd gebracht in 0,5 ml substraat oplossing 
volgens Andersch (1947) van de volgende samenstelling 
16,5 mg p-mtrofenylfosfaat en 0,05 g desoxycholaat in 10 ml citroenzuur-
buffer pH 4,8 
Het mengsel van substraat en cellen werd gedurende 1 uur bij 37° С ge-
mcubeerd De reactie werd gestopt met 0,5 ml 1 N NaOH Onmiddell i jk 
hierna werd de extinctie gemeten bij 405 nm De enzymactiviteit werd uit­
gedrukt in μπηοΙβη nitrofenol/uur/IO') cellen 
Θ-4-2 BEPALING VAN DE ACTIVITEIT VAN CATHEPSINE С 
Ter bepaling van de activiteit van cathepsine С werd de methode, geïntro-
duceerd door Lipmann en Tuttle (1945), gebruikt Deze methode berust op het 
vermogen van het enzym om bij pH 7,2 transaminermgsreacties te katalyseren 
Bij deze methode wordt de amide-NH.> groep van het glycylfenylalamnamide 
acetaat als substraat vervangen door hydroxylamme zodat hydroxaamzuur 
wordt gevormd Met behulp van FeCl t1 wordt dit hydroxaamzuur omgezet m 
een gekleurd complex zout dat colorimetrisch kan worden bepaald 
Procedure (voor nadere bijzonderheden zie de la Haba et al, 1959) 
In testbuisjes werden de volgende reagentia gepipetteerd 
0,04 M veronal buffer pH 7,2, waarin 28,13 mg glycylfenylalamnamide 
acetaat/ml 0,25 ml 
2 M hydroxylamme pH 7,2 0,10 ml 
0,25 M l-cysteine HCl 0,05 ml 
0,5 M NaOH 0,025 ml 
Dit mcubatiemedium werd gedurende 5 minuten bij 37° С m een waterbad 
geplaatst alvorens 0,075 ml celsuspensie werd toegevoegd 
Daarna werd het gehele mengsel gedurende 30 minuten gemcubeerd bij 38° С 
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Vervolgens werd de reactie gestopt door 0,25 ml 2 0 % trichloorazijnzuur en 
0,45 ml bidest aan 0,3 ml van het mcubatiemengsel toe te voegen Daarna 
werd 0,25 ml 5 % FeCI,. бНоО toegevoegd (eind volume 1,25 ml) De extincties 
werden gemeten bij 540 nm 
8-5 CYTOCHEMISCHE WAARNEMINGEN 
8-5-1 LICHTMICROSCOPISCH 
Zure fosfatase 
Gezien de wisselende resultaten, verkregen bij toepassing van de Gomori 
techniek voor het aantonen van zure fosfatase, hebben WIJ eerst de invloed 
van de fixatie- en mcubatietijd op het verloop van de reactie nagegaan 
Cellen werden gedurende 12 minuten, Уз, 1, іУг of 3 uur gefixeerd met 
glutaaraldehyde en daarna Vz, 1, V/2 of 2 uur gemcubeerd Indien de cellen 
gedurende 12 minuten of langer (tot maximaal 1 uur) waren gefixeerd en 
daarna gedurende іУг a 2 uur werden gemcubeerd bleek de reactie zo sterk 
te verlopen dat met alleen de cytosomen maar ook het daaromheen gelegen 
cytoplasma een sterk positieve reactie vertoonden Slechts na een fixatieti jd 
van 12 minuten en een incubatie gedurende 30 minuten tot 1 uur bleef de 
positieve reactie beperkt tot de cytosomen BIJ fixatieti jden langer dan 1 uur 
werd geen positieve reactie meer aangetroffen Het reactiepatroon bij langere 
incubatietijden hangt well icht samen met een diffusie van enzymen uit de 
cytosomen 
Uit de waarnemingen blijkt dat een fixatie van 12 minuten en een incubatie 
gedurende У2 uur tot optimale resultaten leidt 
Voor het aantonen van zure fosfatase op ultrastructureel niveau bleek een 
mcubatietijd van '/2 uur niet voldoende Blijkbaar is er in die t i jd zo weinig 
reactieproduct m de cytosomen gevormd dat in de dunne coupes slechts bij 
uitzondering precipitatieproducten worden aangetroffen. Een verlenging van 
de mcubatietijd tot 1 uur gaf echter goede resultaten 
Met behulp van de hierboven beschreven methode werd de ontwikkeling 
gevolgd van zure fosfatase m cellen die na een periode van 48 uur m medium 
met 3 % kippeserum, in een medium met 2 0 % kalfsserum hebben gegroeid 
Daarbij is gebleken dat men verschillende fasen kan onderscheiden 
Tot ongeveer 10 uur na toediening van medium met 2 0 % kalfsserum komt m 
de cellen slechts een gering aantal positief reagerende organellen voor die 
dan veelal verspreid m het cytoplasma liggen 
De cellen vertonen in dit stadium eenzelfde reactiepatroon als de cellen die 
gedurende 48 uur in medium met 3 % kippeserum hebben gegroeid 
De positief reagerende structuren die aanvankelijk verspreid in het cytoplasma 
liggen, bli jken na 10 uur vooral m de buurt van de kern gelocaliseerd te zijn 
Deze granulaire elementen bezitten een zeer geringe diameter 
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Na 18 uur is het aantal positief reagerende celelementen toegenomen en nu is 
ook duidelijk te zien dat het reactieproduct zich m de cytosomen bevindt 
Na 24 uur en meer nog na 48 uur vullen de zure fosfatase positieve cytosomen 
het gehele cytoplasma (met uitzondering van de ecto- en centroplasma zone) 
op (fig 48 b) Figuur 48 a geeft een groep cellen in levende toestand weer, 
f iguur 48 b laat dezelfde groep cellen zien na een cytochemische reactie op 
zure fosfatase Duideli jk is te zien dat de cytosomen positief reageren Onze 
indruk is dat dit voor alle cytosomen geldt In de figuren 49 a en b, waarin 
een cel is te zien respectievelijk in levende toestand en na reactie op zure 
fosfatase, is duidelijk te zien dat de door een donkere fase rand omgeven 
vetdruppels met reageren terwijl bovendien blijkt dat in de cytosomen het 
reactieproduct met homogeen verdeeld m de matrix voorkomt (zie > ) 
Vanaf 48 uur zien we een vermindering van de zure fosfatase activiteit en 
soms in het geheel geen positieve reactie m de cellen 
Op het t i jdstip 96 uur (na toediening van medium met 2 0 % kalfsserum) blijken 
in de cellen vooral in de buurt van de kern weer positief reagerende cyto­
somen voor te komen 
Figuur 48 a Een groep cellen uit een 48 uur cultuur m medium met 20% kalfsserum 
Vele cytosomen komen voor Vergroting 600 χ 
Figuur 48 b Dezelfde groep cellen als m figuur 48 a, fixatie glutaaraldehyde, Gomori-
reactie op zure fosfatase Duidelijk is te zien dat de cytosomen positief reageren en de 
vetdruppels negatief Vergroting 600 χ 
Figuur 49 а К h fibr uit een 48 uur cultuur in medium met 20% kalfsserum, F с microsc 
Vele cytosomen zijn te zien Vergroting 1300 χ 
Figuur 49 b Dezelfde cel als m figuur 49 a fixatie glutaaraldehyde, Gomonreactie op 
zure fosfatase Duidelijk is te zien dat de cytosomen positief reageren De pijl ( > ) 
verwijst naar een relatief groot cytosoom waarin sterker reagerende gedeelten zichtbaar 
zijn De vetdruppels veelal herkenbaar aan een donkere rand bevatten geen reactie­
product Vergroting 1300 χ 
Figuur 50 a Cel uit een 48 uur cultuur m medium met 20% kalfsserum, F с microsc 
De pijl ( > ) verwijst naar een enigszins langwerpig cytosoom De dubbelpijlen ( > ) ver­
wijzen naar vetdruppels Vergroting 1200 χ 
Figuur 50 b Dezelfde cel als m figuur 50 a, fixatie glutaaraldehyde. reactie op arylsul-
fatase В De pijl ( > ) verwijst naar het langwerpige cytosoom waarin reactieproduct 
zichtbaar is Ook enkele andere cytosomen reageren positief De dubbelpijlen (^·) ver­
wijzen naar vetdrappels, waarin geen reactieproduct wordt aangetroffen 




Het reactiepatroon ten opzichte van arylsulfatase В verschilt sterk van dat ten 
opzichte van zure fosfatase 
Gedurende de eerste fasen (tot ongeveer 24 uur) wordt er m de cellen geen 
reactieproduct aangetroffen Eerst 24 uur na toediening van medium met 2 0 % 
kalfsserum blijkt m de cellen een aantal van de aanwezige cytosomen positief te 
reageren In de figuren 50 a en b zijn te zien een cel respectieveli jk in levende 
toestand en dezelfde cel na reactie op arylsulfatase В De pijl ( > ) verwijst 
naar een positief reagerend cytosoom Met een dubbelpij l O ) zijn vetdruppels 
aangegeven Deze blijken met te reageren 
Ook op het t i jdstip 48 uur worden positief reagerende cytosomen m de cellen 
aangetroffen doch vanaf dat moment neemt het aantal positief reagerende 
cytosomen sterk af, zodat op het t i jdstip 72 uur geen reactieproducten meer 
worden aangetroffen 
8-5-2 ELECTRONENMICROSCOPISCH 
Ook op ultrastructureel niveau werd de ontwikkeling van zure fosfatase ge­
volgd Voor de "word.ngs-geschiedems" van de cytosomen zij verwezen naar 
hoofdstuk 5 De ultrastructurele localisatie van het reactieproduct van zure 
fosfatase is weergegeven m tabel 10 
TABEL 10 Localisatie van zure fosfatase in de elementen van het vacuolaire 
apparaat (De Duve, 1967), het Golgi systeem en het endoplas­
matisch reticulum 
Vacuolaire apparaat 
Endocytotische vesikels — 
MVB's I heldere inhoud — 
dichte inhoud + 
Cytosomen I + 







Zoals uit deze tabel blijkt vertoonden de endocytotische vesikels en MVB's I 
nooit een zure fosfatase activiteit. De cytosomen I blijken wel positief te 
reageren (f ig. 53). Het reactieproduct bevindt zich zowel wandstandig als 
centraal in de matrix van deze cytosomen. Ook de cytosomen II (f ig. 51) en 
cytosomen lil reageren positief, waarbij het loodprecipitaat meestal ge­
groepeerd, verdeeld over de matrix ligt. Soms wordt een reactieproduct aan­
getroffen in vesikels binnen de cytosomen (fig. 52; > ) . Eveneens komt reactie­
product voor in de cisternen van het Golgi systeem en/of ruw endoplasmatsch 
reticulum (fig. 53). 
Figuur 51 : Gedeelte van een cel uit een 48 uur cultuur in medium met 20% kalfsserum. 
Enkele cytosomen II komen voor. Deze cytosomen bevatten, na een Gomorlreactie op 
zure fosfatase, een loodfosfaat neerslag. Vergroting 25000 χ 
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Figuur 52: In de cyïosomen komen zure fosfatase reactieproducten voor. De pijl ( > ) 
verwijst naar een reactieproduct m een veslkel, dat in een cytosoom ligt. 
Vergrot ing 25000 χ 
Figuur 53 Gedeelte van een cel, waarin cytosoom en cisternen van het rER zijn ge­
legen In het rER treft men een loodneerslag aan Vergrotmg 12000 χ 
8-6 BIOCHEMISCHE RESULTATEN 
In eerste instantie werd de activiteit van zure fosfatase bepaald in kippehart-
weefsel van 11 dagen oude embryonen (0,045±0,003 [tmolen mtrofenol/uur/IO·* 
cellen). Vervolgens werd de activiteit van zure fosfatase gemeten m cellen 
die gedurende 24, 48, 72 of 96 uur in medium met 3 % kippeserum hebben 
gegroeid. De uitkomsten van deze metingen zijn weergegeven m tabel 11 
TABEL 11. Activiteit van zure fosfatase In cellen die gedurende verschillende 






activiteit van zure fosfate 
(imo 1 en nitrofenol/uur/101' 
0,060 ± 0,003 
0,079 ± 0,002 
0,047 ± 0,005 











Volledigheidshalve werd bovendien de activiteit van zure fosfatase bepaald in 
het kippeserum (0,090 i 0,007 ^imolen/uur/0,1 ml) en het kalfsserum (0,330 ± 
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Figuur 54 Activiteit van zure fosfatase in cellen gegroeid m medium met 5, 20 of 40% 
kalfsserum na voorafgaande groei gedurende 48 uur m medium met 3% kippeserum 
Blanco ko'om 5% kalfsserum 
Gearceerde kolom 20% kalfsserum 
Gestippelde kolom 40% kalfsserum 
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Figuur 55 Activiteit van 
zure fosfatase m cellen 
gegroeid gedurende ver-
schillende tijden m medium 
met 20% kippeserum 
Gemiddelde waarde en 
standaard afwijking wer-
den uit de resultaten van 
4 experimenten berekend 
10 24 4 8 72 96 t y d ( u r e n ) 
0,026 μΓηοΙθη/υιΐΓ/Ο,Ι ml), die voor de kweekmedia werden gebruikt Dit in 
verband met het feit, dat de cellen serumeiwitten endocyteren en de eventueel 
gemeten activiteit gedeelteli jk afkomstig zou kunnen zijn van het serum 
In f iguur 54 is de activiteit van zure fosfatase in de cellen bij verschil lende 
concentraties van het kalfsserum weergegeven Na 10 uur komt de activiteit 
van zure fosfatase in de cellen m dit eiwitri jkere medium overeen met die in 
de cellen welke gedurende 48 uur in medium met 3 % kippeserum hebben ge­
groeid Dit laat zien dat in ieder geval gedurende de eerste 10 uur de cellen 
niet reageren met een verhoogde productie van zure fosfatase Gezien het 
feit dat de cellen daarna gedurende de eerste 48 uur een verhoogde productie 
van zure fosfatase vertonen, moet worden aangenomen dat de cellen aan­
vankeli jk een zekere t i jd nodig hebben om aan het nieuwe medium te adap­
teren Het blijkt dat de activiteit van zure fosfatase m cellen in het eiwitri jkere 
medium toeneemt naarmate de concentratie van het kalfsserum in het kweek-
medium hoger is Overigens blijkt deze relatie niet van eenvoudige aard ( d w z 
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Figuur 56 Activiteit van 
cathepsie С in cellen ge­
groeid gedurende verschil­
lende tijden in medium met 
20% kalfsserum of 20% 
kippeserum 
Blanco kolom 20% kippe­
serum 
Gearceerde kolom 20% 
kalfsserum 
η = 3 
activiteit (¿emiddeld) 
catheps ine С in 







2 4 •48 72 t i j d ( u r e n ) 
met zodanig dat de activiteit naar rata stijgt) Na 48 uur zien we dat de 
activiteit in de cellen weer daalt. Toch bereikt deze activiteit met de lage 
waarde welke gevonden werd in het kippehartweefsel of in cellen welke 72 
dan wel 96 uur in medium met 3 % kippeserum hebben gegroeid Mogeli jk 
hangt dit samen met het feit dat na 48 uur groei een nieuwe golf van opname 
van eiwit plaatsvindt als gevolg waarvan opnieuw zure fosfatase wordt ge­
vormd 
Ter vergeli jking is m figuur 55 het effect van groei in een medium met 2 0 % 
к ppeserum op de activiteit van zure fosfatase weergegeven Het blijkt dat 
onder invloed van homoloog serum de activiteit in de cellen eveneens ge­
durende de eerste 48 uur toeneemt om vervolgens na 96 uur weer te dalen 
tot ongeveer de activiteit welke na 10 uur werd gemeten 
Een vergeli jking van de resultaten in kalfs- en kippeserum (met name bij 20%) 
(fig 54 en 55) leert dat op de ti jdstippen 24 en 48 uur de activiteit in 2 0 % 
kalfsserum en 2 0 % kippeserum gelijk zijn Bovendien blijkt na 10 uur de 
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activiteit in geval van 2 0 % kippeserum de tendens te vertonen hoger te zijn 
dan die in 2 0 % kalfsserum, en zeker hoger dan m 3 % kippeserum 
In figuur 56 is de cathepsme С activiteit, uitgedrukt als extinctie per 30 minuten 
per 10(> cellen, weergegeven Het blijkt dat de cathepsme С activiteit na 24 uur 
groei van de cellen in medium met 2 0 % kippeserum ongeveer 3 χ zo hoog is 
als na toediening van 2 0 % kalfsserum Bovendien blijkt dat deze activiteit na 
72 uur groei slechts in geringe mate is afgenomen 
8-7 DISCUSSIE 
Het hierboven beschreven onderzoek heeft aangetoond dat de cytosomen 
gedurende een zekere fase van hun ontwikkeling zure fosfatase activiteit be­
zitten Op grond van de l ichtmicroscopische beelden kan men met enig voor­
behoud concluderen dat alle cytosomen positief op zure fosfatase leageren 
Aangezien het enzym zure fosfatase als markeringsenzym voor lysosomen 
geldt (De Duve, 1963) kunnen we concluderen dat de cytosomen lysosomen 
zijn Deze conclusie wordt mm of meer gesteund door het feit dat WIJ althans 
m een aantal cytosomen ook een positieve arylsulfatase В reactie hebben 
gevonden Dit enzym is vele malen m lysosomen aangetroffen en wordt daarom 
eveneens beschouwd als deel uit te maken van het lysosomale enzympatroon 
(Goldfischer, 1965, Pfeiffer, 1969) 
BIJ het volgen van de ontwikkeling van zure fosfatase activiteit bli jkt na 6 uur 
nog slechts een geringe activiteit te worden aangetroffen Niet uitgesloten is 
dat deze activiteit reeds ti jdens de voorafgaande groei van de cellen in 
medium met 3 % kippeserum is gevormd en mogelijk moet hierbij gedacht 
worden, gezien de explantatie, aan een localisatie m autofage vacuolen 
BIJ electronenmicroscopisch onderzoek blijken de endocytotische vesikels en 
MVB's I welke op het 6 uur stadium worden aangetroffen, geen positieve 
reactie op zure fosfatase te vertonen Dit stemt geheel overeen met het feit 
dat WIJ hchtmicroscopisch perifeer in het cytoplasma geen activiteit aantroffen 
Deze structuren kunnen daarom niet gezien worden als lysosomen maar be­
horen tot de categorie heterofagosomen of prelysosomen (nomenclatuur De 
Duve, 1966) 
De cytosomen I daarentegen kunnen worden beschouwd als lysosomen 
(secundair) aangezien zij positief reageren op zure fosfatase De lichtmicros-
copisch gevonden hoeveelheid reactieproduct van zure fosfatase m de buurt 
van de kern (na 10 uur groei) stemt overeen met onze electronenmicroscopische 
waarneming De zeer dicht in de buurt van de kern - in het centroplasma -
gelocaliseerde reactieproducten moeten worden toegeschreven aan het Golgi 
systeem waarvan met behulp van het electronenmicroscoop is gevonden dat 
de cisternen soms positief op zure fosfatase reageren 
De activiteit m het Golgi systeem en ook die m het ER geven aanleiding te 
vermoeden dat deze betrokken zijn bij de aanmaak en stapeling van enzymen 
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en het transport ervan naar verteringsvacuolen Op welke wijze dit transport 
plaatsvindt is nog steeds punt van discussie (Bennett, 1971, Brunk, 1972) 
Onze waarnemingen dat vesikels m de buurt van de Golgi cisternen soms 
reactieproducten van zure fosfatase bevatten (hierbij is met duidelijk ge-
worden of zowel gladwandige als "coated vesicles" een positieve reactie 
geven dan wel dat slechts een van beide positief reageert) steunen de op-
vatting dat zure fosfatase door Golgi vesikels aan de cytosomen wordt over-
gedragen 
Onderzoekingen van Holtzman (1967) en Brunk (1972) suggereren dat met 
name "small coated vesicles" een speciale rol in de overdracht van enzymen 
zouden spelen 
Biochemische resultaten 
De m hoofdstuk 4 beschreven overgang van endocytotische vesikels met 
heldere inhoud in donke re secundaire lysosomen kan een gevolg zijn van con-
centratie van de opgenomen eiwitten en/of de instroming van endogene 
enzymen Waarschijnl i jk vinden beide processen plaats waardoor een menging 
van substraat en enzymen m eenzelfde partikel optreedt In de hier geschetste 
gang van zaken wordt zure fosfatase met m meetbare hoeveelheden vanuit 
het kweekmedium opgenomen Een dergelijke opname lijkt ook onwaarschijn-
lijk gezien onze waarnemingen met betrekking tot de activiteit m het Golgi 
systeem en do geringe activiteit van zure fosfatase m de beide sera De m de 
cellen gevonden activiteit als gevolg van een concentratie van enzymen uit het 
kweekmedium is nauwelijks voor te stellen Bovendien zijn de endocytotische 
vesikels en de MVB I negatief 
Op grond van de uitkomsten samengevat in f iguur 54 menen wij te mogen 
concluderen dat er een relatie bestaat tussen de concentratie van het serurr 
en de productie van zure fosfatase 
Opvallend is dat onze bevindingen ook in quantitatief opzicht goed over-
eenkomen met die van Munro (1964) bij f ibroblasten afkomstig van chinese 
hamsters Munro vond bij cellen, d'e groeiden in een medium met 15% paarde-
serum eenzelfde activiteit van zure fosfatase Nu hebben we in geval van 15% 
paardeserum te maken met dezelfde concentratie eiwit (14 mg/ml) als m geval 
van 20% kalfsserum Dit duidt erop dat de concentratie van het eiwit in de 
lysosomen (welke afhankelijk is van de concentratie eiwit in het medium, zoals 
Ryser heeft gevonden) de productie van hydrolytische enzymen oproept Dit 
zou betekenen dat de cellen in een zeker adaptatie aan de opgenomen hoe-
veelheid eiwitmoleculen overgaan tot de vorming van een - in quantitatief 
opzicht - aangepaste hoeveelheid enzymen 
Het is op dit moment met bekend of bepaalde componenten van het serum de 
vorming van enzymen induceren dan wel dat men te maken heeft met een 
algemene reactie van de cel op het totale serum als exogene stimulus 
Overigens zijn onze resultaten, gezien de grote verschil len waarmede vaak m 
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quantitatief opzicht de enzymactiviteit wordt uitgedrukt, met goed te vergeli jken 
met die van verschil lende andere auteurs 
Een vergeli jking van de figuren 54 en 55 wijst er well icht op dat kippeserum 
in tegenstell ing tot kalfsserum op het t i jdstip 10 uur reeds aanleiding geeft tot 
een hogere activiteit van zure fosfatase Men kan zich voorstellen dat de 
cellen, daar zij 48 uur m medium met kippeserum hebben gegroeid, reeds 
geheel geadapteerd zijn en daardoor sneller reageren met de vorming van 
zure fosfatase In dit verband kan er aan worden herinnerd dat bij cellen 
groeiend in medium met 2 0 % kippeserum veelal een sterker ontwikkeld 
Golgi systeem werd aangetroffen (hoofdstuk 6) 
Na 24 uur blijkt de activiteit van zure fosfatase echter gelijk te zijn Rekening 
houdend met het verschil m totaal eiwitgehalte van beide sera duiden de 
uitkomsten er toch op dat eiwitten van het kippeserum met alleen eerder een 
reactie van de cel oproepen maar ook een hogere productie van zure fosfatase 
veroorzaken Dit zou inhouden dat de cellen in staat zijn het soortvreemde 
kalfsserum te "onderscheiden" van het soorteigen kippeserum 
Ook de hogere cathepsme С activiteit (fig 56), die m cellen, gegroeid in 
medium met 2 0 % kippeserum, steeds waarneembaar is, wijst m dezelfde 
richting Deze waarneming is in zoverre "indicatief" dat we hier te maken 
hebben met een proteolytisch enzym dat stellig betrokken is bij de vertering 
van door de cellen opgenomen serumeiwitten Deze waarneming is ook in 
overeenstemming te brengen met de bevinding dat cytosomen sneller ver­
dwijnen uit cellen die in medium met kippeserum groeiden Immers, indien de 
opname van eiwitten de verteringscapaciteit van cellen te boven gaat, zoals 
in de beg'nfase steeds het geval zal zijn, zullen cytosomen worden gevormd 
Vervolgens zullen de gevormde cytosomen verdwijnen naarmate, in afhanke­
lijkheid van de productie van proteolytisch enzym, eiwitten worden afgebroken 
In geval van medium met 3 % kippeserum zijn de cellen blijkbaar m staat om 
alle aangeboden eiwit even snel te verteren als het wordt opgenomen Reeds 
Weissenfels veronderstelde dat kippehartmyoblasten slechts dan eiwitten 
segregeerden indien de aangeboden hoeveelheid eiwit de verteringscapaciteit 
van de cel te boven ging 
Toch zijn er ook aanwijzingen dat cellen in staat zijn soorteigen en soort-
vreemde eiwitten op dezelfde wijze te behandelen Zo heeft Jancso (1954) 
gevonden dat histiocyten van de rat soorteigen en soortvreemde serumeiwitten 
even snel verteren Bovendien zijn er aanwijzingen dat cellen soortvreemde 
eiwitten soms sneller afbreken dan soorteigen eiwitten (Jeffay en Wmzler, 
1958) 
Deze afwijkende bevindingen zouden erop kunnen duiden dat verschil lende 
celsoorten anders kunnen reageren met betrekking tot de afbraak van homo­
loge en heterologe eiwitten Voor kippehartfibroblasten lijkt te gelden dat ZIJ 
homologe en heterologe eiwitten met dezelfde bereidheid opnemen doch in 
de verwerking ervan verschil lend reageren 
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SAMENVATTING 
Het is bekend dat cellen in kweek in granula stoffen kunnen opslaan Zo treft 
men zeer dikwij ls hpiden aan, die, als uiting van degeneratie dan wel als 
stofw.sselmgsdepot, m de vorm van druppels in het cytoplasma worden op-
geslagen Voorts zijn herhaalde malen granulaire elementen beschreven die 
aangeduid worden als cytosomen De vorming hiervan zou samenhangen 
met de aard en de concentratie van het serum in het kweekmedium (Gropp, 
1960), Weissenfels, 1962). 
Er is verschil van opvatting over de vraag of deze cytosomen als celsecreet 
(endogeen) worden gevormd, dan wel een gevolg zijn van de opname van 
stoffen middels endocytotische processen (exogeen) Het voorkomen van zure 
fosfatase m deze cytosomen - zoals cytochemisch werd aangetoond - doet 
vermoeden dat ZIJ gerekend moeten worden tot de categorie lysosomen en 
waarschijnli jk betrokken zijn bij de vertering van in de cel opgenomen stoffen. 
Het doel van het m dit proefschrift beschreven onderzoek was na te gaan op 
welke wijze de cytosomen ontstaan en om de veronderstelde relatie tussen de 
aard en de concentratie van het serum en de vorming van cytosomen nader 
te onderzoeken. Aangezien heterologe sera een toxische werking zouden 
bezitten, waren WIJ met name geïnteresseerd in een mogelijk verschil m gedrag 
van de cel ten aanzien van homoloog en heteroloog serum. 
Voor dit onderzoek werden cellen gebruikt die uit een primair explantaat van 
een 11 tot 12 dagen oud embryonaal kippehart groeiden. Op grond van de 
wijze van groeien en hun structurele kenmerken bleken de uitgroeiende cellen 
fibroblasten te zijn (hoofdstuk 3) 
BIJ electronenmicroscopisch onderzoek is gebleken dat in de cellen, die uit-
groeien in een medium met een hoog percentage serum (homoloog of hetero-
loog), een heteromorfe populatie van cytosomen voorkomt. De interrelaties 
tussen de verschil lende vormen werden bestudeerd (hoofdstuk 4). Op grond 
hiervan kon waarschijnli jk worden gemaakt dat de cytosomen als gevolg van 
endocytotische opname van serumeiwitten worden gevormd 
Door gebruik te maken van de markenngstoffen ferritme en thoriumdioxyde 
partikels (Thorotrast) is deze veronderstell ing nader onderzocht (hoofdstuk 5) 
Gebleken is dat ferritme via hetzelfde mechanisme als de serumeiwitten wordt 
opgenomen. Het ferritme is derhalve geschikt om vast te stellen welke sub-
cellulaire structuren betrokken zijn bij de opname van de serumeiwitten Deze 
opname blijkt plaats te vinden middels micropmocytotische vesikels die 
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fuseren tot zogenaamde endosomen Deze endosomen ontwikkelen zich via 
multivesikulaire lichaampjes (MVB's) tot cytosomen 
Het Thorotrast daarentegen blijkt niet dezelfde weg te volgen als de serum-
eiwitten en is daarom niet gesch kt als "tracer" voor de opname van serum-
eiwitten Als mogeli jke verklaring van het verschil lend gedrag van Thorotrast 
wordt naar voren gebracht dat de Thorotrast partikels vanwege hun positieve 
lading in staat zouden zijn een van de serumeiwitten verschil lend opname 
mechanisme aan de gang te brengen 
Uit experimenten, waarbij de kweekomstandigheden werden gevarieerd, bleek 
dat het aantal en de grootte van de cytosomen samenhangen met de con­
centratie van het serum (hoofdstuk 4) Voorts is gebleken dat in homoloog 
serum minder cytosomen in de cellen wordt gevormd (hoofdstuk 6) 
Met behulp van radioactief (met tritium gemerkt) inuline is langs autoradio-
grafische weg nagegaan waarop dit verschil m gedrag van de cellen ten aan­
zien van homoloog en heteroloog serum berust Met name is de relatie tussen 
de aard en de concentratie van het serum en de opgenomen hoeveelheid 
inuline vastgesteld (hoofdstuk 7) De opgenomen hoeveelheid inuline is een 
maat voor het totale aantal gevormde endocytotische vesikels per ti jdseenheid 
(opname-capaciteit) De uitkomsten hebben ge'eerd dat deze opname­
capaciteit niet afhankelijk is van de aard of de concentratie van het serum 
Bovendien hebben de inuline experimenten geleerd dat in geval van endocy-
tose middels micropmocytotische vesikels een "bulk'Opname - ι e het 
"passief" meenemen van kweekvloeistof - niet plaats vindt 
Wel zijn er aanwijzingen verkregen dat de concentratie eiwit in het serum en 
de verteringscapaciteit van de cel van belang zijn bij het aantal cytosomen 
dat wordt gevormd Bovendien wijzen onze bevindingen erop dat de cellen 
het homologe serum sneller kunnen verteren dan het heterologe serum Hier­
mede in overeenstemming is het feit dat homologe serumeiwitten de lysoso-
male enzymhoeveelheid sterker doen toenemen zoals de resultaten van het 




It is well known that in cultured cells granular structures can develop Most 
common among these are lipid droplets, which, either as a degeneration 
phenomenon or as a metabolic depot, are stored in the cytoplasm On the 
other hand, structures with a distinct morphology have repeatedly been 
described 
The formation of these so called cytosomes, according to Gropp (1960) and 
Weissenfels (1962), is influenced by the origin and the concentration of the 
serum in the culture medium However, it is still a controversial question 
whether the cytosomes originate by a process of cellular secretion (endoge­
nous) or by endocytotic uptake (exogenous) 
The histochemical evidence for the presence of acid phosphatase in these 
cytosomes (Munro, 1964, Weissenfels, 1967) suggests that they are lysosomal 
in nature and are probably involved in intracellular digestion 
The purpose of this study was to investigate the mode of formation as well as 
to analyse the relationship between the type and the concentration of the 
serum in the culture medium and the number of cytosomes formed Because 
of the supposedly toxic character of heterologous serum, we were interested 
in eventual differences in reaction of the cells to homologous and heterologous 
serum 
Cells were derived from hearts of 11 to 12 day-old chick embryos Structural 
characteristics and the growth pattern of the cells, growing from the expiants, 
made clear that these cells were fibroblasts (chapter 3) 
Electronmicroscopical analysis showed that m the cells, growing in media 
with a high concentration of serum (homologous or heterologous), a hetero-
morphous population of cytosomes arises The interrelationship between the 
different forms has been studied (chapter 4), the evidence suggests that the 
cytosomes are formed by endocytotic processes 
Two electron-opaque compounds (ferritin and Thorotrast, ι e thorium dioxide 
particles) were used as markers to study the morphology of this endocytotic 
uptake in detail (chapter 5) These studies have shown that ferrit in is ingested 
in the same way as are serum proteins Therefore ferritin is a suitable tracer 
to determine the way in which proteins may get into the cells The results 
confirmed our supposition that cytosomes are formed by endocytotic proces­
ses When using thorium dioxide particles as a tracer a distinctly different 
mode of uptake was found Therefore Thorotrast is not a suitable tracer for 
studying the protein uptake It is assumed that the difference in reaction of 
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the cells to Thorotrast particles when compared to ferrit in is due to their 
positive charge by which they can trigger an uptake mechanism distinct from 
that of the serum proteins or ferritin 
By varying the culture conditions it could be established that the number and 
the size of the cytosomes depends upon the concentration of the serum 
(chapter 4) We also found that chicken serum appeared to induce less and 
smaller cytosomes (chapter 6) 
In order to investigate further the different reactions to homologous and 
heterologous serum, we tried to quantitate the "uptake capacity" (the number 
of endocytotic vesicles formed per unit time) of the cells by using inert 
radioactive (Tritium labeled) mulm It was found that the amount of mulm taken 
up by the cells, could not be correlated with the type or the concentration of 
the serum m the culture medium Therefore we concluded that the difference 
in number of cytosomes present in the cells, which grow in media that contain 
homologous or heterologous serum, cannot be brought about by differences 
in "uptake capacity" (chapter 7) 
In addition, the mulm experiments have shown that in the process of micro-
pmocytosis so called bulk uptake of extracellular material is hardly of any 
significance 
Evidence was found that the factual differences in the protein content of the 
serum as well as the digestive capacity of the cells are important factors when 
considering the number of cytosomes formed Furthermore it seems likely 
that homologous serum proteins are digested much more rapidly by fibroblasts 
than heterologous serum proteins 
These results are supported by biochemical findings that homologous serum 
was more potent in stimulating the production of lysosomal enzymes (chapters) 
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